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RESUMO

O GPRS81 ¢ um receptor de membrana acoplado a proteina G que tem como ligante enddgeno
o L-lactato. Sua ativacdo causa a inibicdo da adenilato ciclase e a consequente reducdo das
concentragdes intracelulares de AMPc, podendo, assim, modular diversas cascatas de
sinalizagdo subsequentes, sobre as quais o entendimento no sistema nervoso central ainda ¢
incipiente. O lactato, seu ligante, j& se demonstrou um promissor neuroprotetor em diversas
condi¢des que envolvam uma privacdo de glicose e oxigénio, como na isquemia cerebral,
atuando como um substrato metabolico alternativo, apesar de os mecanismos subjacentes nao
serem descritos na maioria dos estudos. Com a descoberta da presencga e ampla distribui¢ao do
receptor GPR81/HCARI no encéfalo, surgiu a possibilidade de esse efeito ser também devido
a sinaliza¢do, adicionalmente a fun¢do do lactato como substrato energético, desempenhando
um importante papel anti-inflamatorio, auxiliando no reparo tecidual, modulando a
angiogénese, reduzindo a excitotoxicidade e, em ultima instancia, atenuando a morte celular,
podendo resultar em uma reducgdo da lesdo encefilica e dos déficits neuroldgicos associados.
O presente trabalho foi elaborado na forma de uma revisdo narrativa extensiva, para a qual foi
realizada uma busca ativa nas principais bases de dados, especialmente no PubMed,
priorizando os resultados mais recentes e relevantes, e busca sumarizar a historia do estudo
desse receptor e de seu ligante, com o intuito de propor o GPR81/HCAR1 como um alvo-
terapéutico potencial para doencas que acometem o sistema nervoso central, especialmente
para a isquemia cerebral, uma vez que sua fisiopatologia envolve diversos processos que sao

modulados, ao menos parcialmente, pelo receptor.

Palavras chave: GPR81. HCARI. Lactato. Neuroprotecao. Isquemia cerebral.
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INTRODUCAO

O GPR81 (do inglés G-protein coupled receptor 81) ¢ um receptor de membrana
acoplado a proteina G (GPCR), cujo ligante enddgeno ¢ o L-lactato (Cai et al., 2008; Liu et
al., 2009). O receptor foi originalmente estudado no tecido adiposo, onde é mais expresso (Ge
et al., 2008), mas a importancia da sua ativagdo foi sendo progressivamente demonstrada em
diversos tecidos periféricos, nos quais 0 GPR81 desempenha um papel de sensor metabdlico
(Liu et al., 2009) e exerce agdo anti-inflamatdéria (Hoque et al., 2014; Ranganathan et al.,
2018). A descoberta do receptor no encéfalo introduziu a possibilidade de o lactato atuar
como uma molécula sinalizadora neural, adicionalmente ao seu conhecido papel como
substrato metabolico (Lauritzen et al., 2014).

As fungdes do lactato sdo bastante intrigantes, especialmente no encéfalo. Em
contextos patoldgicos, a producdo endogena de lactato aumenta, o que ¢ considerado como
um indicador de mau progndstico clinico (Shalak & Perlman, 2004). Por outro lado, a
administracdo exdgena de lactato ja se mostrou neuroprotetora em diversas condigdes,
principalmente em casos de isquemia cerebral (Castillo et al., 2015; Kennedy et al., 2020),
mas também em situagdes de lesdes traumaticas cerebrais (Rice et al., 2002; Holloway et al.,
2007; Ichai et al., 2009, 2013; Bouzat and Oddo, 2014; Duhaut et al., 2021) e hemorragia
cerebral (Zhou et al., 2018), tanto em modelos animais quanto na clinica.

Ademais, o lactato ¢ o substrato preferencial de neurdnios em momentos de ativagao
cerebral ou privagdo de glicose e oxigénio (para revisao, ver Magistretti & Allaman, 2018). O
lactato também parece estar associado a regulagdo da atividade basal encefilica e, até mesmo,
a fungdes superiores e complexas do sistema nervoso, atuando na modulagdo da atividade
neuronal (Ainscow et al., 2002; Gilbert et al., 2006; Shimizu et al., 2007; Bozzo et al., 2013;
Herrera-Lopez & Galvan, 2018; Abrantes et al., 2019), na plasticidade sinaptica e
consolida¢do de memorias (Suzuki et al., 2011; Yang et al., 2014) e na regulacdo do fluxo
sanguineo encefalico (Gordon et al., 2008; Zhou et al., 2018).

O efeito neuroprotetor do lactato foi inicialmente atribuido a esse papel de substrato
energético. De fato, parecem existir no organismo mecanismos de cooperagdo que permitem
que células com maior capacidade redutora se utilizem da via glicolitica para converter a
glicose captada em lactato e exporta-lo para as células oxidativas, que reoxidam esse lactato e
usam o piruvato formado para a producdo de ATP (trifosfato de adenosina) nas mitocondrias.
No encéfalo, esse mecanismo de cooperagdo ¢ conhecido como langadeira de lactato entre

astrocitos e neuronios, ou ANLS (do inglés astrocyte-neuron lactate shuttle) e foi proposto
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pelos pesquisadores Pellerin e Magistretti (Pellerin & Magistretti, 1994). Alguns dos efeitos
protetores do lactato, porém, ndo podem ser explicados exclusivamente pelo seu papel como
substrato energético. Com a descoberta da expressdo, ativacao e ampla distribuicdo do GPR81
no encéfalo, o lactato também passou a ser considerado como um transmissor de volume, e
estudos visando a entender seu papel neuroprotetor comecaram a ter um enfoque na
elucidacdo das vias de sinalizacdo ativadas pelo receptor. A partir de entdo, foi verificado o
envolvimento do GPR81 na modulagao de vias de sobrevivéncia e de morte celular (Li et al.,
2014; Jin Lee et al., 2016; Morland et al., 2017; Wu et al., 2018; Lambertus et al., 2021)
inflamagdo (Hoque et al., 2014; Ranganathan et al., 2018), angiogénese e vascularizagao
(Gordon et al., 2008; Morland et al., 2017; Zhou et al., 2018; Sun et al., 2019), além da
regulacdo do metabolismo cerebral. Apesar disso, o entendimento dos mecanismos associados
a esses processos regulados pelo GPR81 ainda ¢ incipiente.

Em vista do acima exposto, a presente revisdo da literatura propde uma possivel
aplicagdo terapéutica da modulacdo da atividade do GPR81 em doengas cuja fisiopatologia
envolva a interrup¢ao ou a reducao do fluxo sanguineo ao encéfalo, condi¢cao conhecida como
isquemia encefilica (Ginsberg, 1997). No desenvolvimento e na progressdo da lesdo
decorrente desse tipo de insulto, diversos processos estdo implicados, dentre os quais podem-
se destacar a excitotoxicidade, a neuroinflamacdo e o estresse oxidativo (para revisdo, ver
White et al., 2000). Trabalhos recentes ja demonstraram os efeitos benéficos da modulagdo do
receptor na reducgdo da lesdo isquémica e na atenuacdo dos déficits neurolodgicos associados
(Castillo et al., 2015; Shen et al., 2015; Kennedy et al., 2020; Buscemi et al., 2021). Assim,
fica evidente a necessidade de mais estudos que visem a esclarecer a participa¢dao do receptor
nas cascatas envolvidas nesses processos. Obviamente, um melhor entendimento desses
mecanismos ainda ¢ essencial para a definicdo de estratégias clinicas, mas o conhecimento
atual coloca o receptor GPR81 como um potencial alvo-terapéutico a ser explorado no
tratamento da isquemia encefélica, o qual pode se somar ao importante papel que o lactato
exerce como substrato metabolico nessas condigoes.

O presente trabalho foi escrito na forma de artigo cientifico, de acordo com as normas
do periddico “Frontiers in Physiology”. O artigo cientifico produzido foi preparado em lingua

portuguesa e serd apresentado a seguir, logo apds a lista de referéncias desta introducao.
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Resumo

O receptor GPR81 ¢ um receptor acoplado a proteina G (GPCR) que foi descoberto em 2001, mas
sua ligacdo especifica ao lactato como ligante enddégeno em condicdes fisioldgicas s6 foi
demonstrada 7 anos depois. Recentemente, a expressdo e distribuicio do GPR81 no encéfalo
foram confirmadas. A partir de entdo, passou a ser sugerido que, além do papel como substrato
energético, o lactato atue como um transmissor de volume no encéfalo. O GPRS81 ativa diversas
vias de sinalizagdo downstream, geralmente iniciando com a inibicdo da adenilato ciclase pela
proteina Gi e a subsequente redug¢do das concentragdes intracelulares de AMPc. O GPR&81 parece
atuar como um sensor metabolico e integrar o metabolismo energético, a atividade sinaptica e o
fluxo sanguineo encefilico. Estudos recentes tém mostrado, progressivamente, o potencial do
lactato como um agente neuroprotetor, especialmente em condi¢des isquémicas, nas quais o
suprimento de oxigénio e glicose sdo inadequados. A ativacdo do GPR81 mostrou resultados
promissores no que diz respeito a neuroprote¢do, e parece modular véarios processos envolvidos
na fisiopatologia de diversas doengas do sistema nervoso central. Nessa revisao, iremos sumarizar
a historia do estudo do receptor GPR81, comecando com a descricdo da descoberta de sua ligacao
ao lactato, e discutindo os achados relativos a sua expressdo e distribuicdo, as cascatas de
transducdo de sinal ativadas, ao seu papel neuroprotetor e, finalmente, proporemos o GPRS81
como um possivel alvo-terapéutico para o tratamento da isquemia cerebral.

Abstract

GPR&81 is a G-protein coupled receptor (GPCR) which was discovered in 2001, but only
deorphanized 7 years later, when its affinity for lactate as an endogenous ligand was demonstrated
under physiological conditions. More recently, GPR81 expression and distribution in the brain
were also confirmed, and since then, function of lactate as a volume transmitter in the brain has
been suggested. Altogether, these findings shed light on a new function of lactate acting as a
signaling molecule in the central nervous system, in addition to its well-known role as a metabolic
fuel for neurons. GPRS81 activates several downstream pathways, starting with the Gj-mediated
downregulation of adenylyl cyclase and subsequent decrease in cAMP levels. GPR81 seems to
act as metabolic sensor, coupling energy metabolism, synaptic activity and blood flow. Recent
studies have also suggested the potential role of lactate as a neuroprotective agent, especially in
cerebral ischemic conditions, in which oxygen and glucose supply is inadequate. This protection
is usually attributed to its role as a metabolic substrate, but the underlying mechanisms need
further investigation and could be related to signaling via GPR81. The activation of the receptor
showed promising results regarding neuroprotection, and modulates many processes involved in
the pathophysiology of several CNS diseases. In this review, we will summarize the history of
GPR&81, starting with its deorphanization, and discussing findings on its expression and
distribution, signal transduction cascades, and its neuroprotective role. Lastly, we shall propose
GPRS8]1 as a potential target for the treatment of cerebral ischemia.
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1 Introducao

O GPR&I1 (do inglés G-protein coupled receptor 81) ¢ um receptor de membrana acoplado
a proteina G (GPCR) do tipo G; que, quando ativado, causa a inibi¢do da adenilato ciclase (AC),
reduzindo a concentracdo intracelular de AMPc (adenosina 3',5'-monofosfato ciclico) (Liu et al.,
2009). Esse receptor foi descoberto em 2001 (Lee et al., 2001) e foi considerado como um
receptor-orfao até 2008, quando foi descrita a sua ligagdo especifica ao lactato (Cai et al., 2008).
O GPRSI1 foi estudado especialmente no tecido adiposo branco, onde ¢ mais expresso (Ge et al.,
2008), atuando como um sensor metabolico e inibindo a lipdlise (Liu et al., 2009); porém, o
receptor também ¢ encontrado em outros tecidos em menores concentragdes — inclusive no
encéfalo, onde estd amplamente distribuido e parece ter um papel essencial, desde na modulacao
da atividade neuronal até na regulagdo do metabolismo e fluxo sanguineo cerebral, bem como na
interacdo do parénquima cerebral com o sangue e com o fluido cefalorraquidiano (Lauritzen et al.,
2014).

O L-lactato, o ligante enddégeno do GPRS81, ¢ uma molécula organica cujo papel no
sistema nervoso central (SNC) ¢ bastante discutido. O lactato foi considerado como um residuo
metabolico por mais de 200 anos, até a descri¢do, em 1986, do mecanismo da lancadeira de
lactato em células musculares esqueléticas (Brooks, 1986). Menos de dez anos depois, um
mecanismo semelhante foi observado no SNC. A hipotese da langadeira de lactato entre astrocitos
e neurdnios (ANLS, do inglés, astrocyte-neuron lactate shuttle) foi descrita em 1994 (Pellerin &
Magistretti, 1994) e pressupde que os astrocitos captam a glicose circulante, a convertem em
lactato e transferem esse lactato para os neurdnios, que o utilizam como o substrato metabdlico
preferencial em situagdes de privagdo de glicose, oxigénio, ou de atividade sindptica intensa
(Schurr et al., 1999).

Em condicdes isquémicas, a producdo de lactato aumenta no encéfalo (Harada et al., 1992)
e a administragdo sistémica de lactato ja demonstrou diversos efeitos benéficos na redugdo da
lesdao cerebral em modelos in vivo em animais adultos (Berthet et al., 2009; 2012; Rinholm et al.,
2011; Horn & Klein, 2013; Castillo et al., 2015; Morland et al., 2017; Buscemi et al., 2020;
Kennedy et al., 2020) e neonatos (Tassinari et al., 2020; Roumes et al., 2021) e em modelos ex
vivo utilizando fatias cerebrais (Schurr et al., 1999; Castillo et al., 2015). Nos modelos animais, a
administracdo de lactato também produziu melhora nos desfechos comportamentais avaliados
(Buscemi et al., 2020; Tassinari et al., 2020; Roumes et al., 2021). A neuroprote¢do descrita
nesses estudos foi atribuida principalmente a fun¢do do lactato como substrato metabdlico, mas
sem um detalhamento claro sobre o mecanismo de agdo subjacente. Entretanto, com a descoberta

da expressdo e funcionalidade do receptor GPR81 no SNC (Bozzo et al., 2013; Lauritzen et al.,
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2014), surge a hipotese de que os efeitos protetores do lactato possam estar associados ao seu
papel como sinalizador via ativagao do receptor GPR81.

A isquemia cerebral decorre de uma redugdo ou interrup¢do, podendo ser transitoria ou
permanente, do fluxo sanguineo e, consequentemente, do suprimento de glicose e oxigénio ao
tecido encefalico, causando deplecdo do ATP (trifosfato de adenosina) tecidual. A fisiopatologia
da lesdo encefilica resultante de um episoddio isquémico envolve muitas etapas, desde o momento
do evento isquémico propriamente dito, até a fase de reperfusdo do tecido. Esses eventos sdo
conhecidos em conjunto como cascata isquémica (Brouns & de Deyn, 2009). A falha energética
inicial causa despolarizagdo dos neurdnios pelo comprometimento da bomba de soédio e potdssio
(Na'/K"-ATPase; Katsura et al., 1994), causando uma liberagdo exacerbada de glutamato e
comprometendo a sua recaptacdo, o que culmina na excitotoxicidade (Johnston, 2001),
aumentando o influxo de calcio e, em ultima instancia, ativando vias de morte celular (Mayor &
Tymianski, 2018). Apds a reperfusdo do tecido, ocorre uma alta producdo de EROS (espécies
reativas de oxigénio), juntamente com uma sobrecarga do sistema antioxidante, resultando em
estresse oxidativo. Esse processo ativa vias de morte celular por apoptose, contribuindo com o
aumento da extensdo da lesdo (Ferriero, 2001). O processo inflamatdrio desencadeado também
contribui para a formagdo e para a progressao da lesdo cerebral (White et al., 2000). A Figura 1
ilustra os principais mecanismos da fisiopatologia da isquemia.

Viarios dos processos descritos acima parecem ser modulados pelo receptor GPR81 - cuja
ativagdo, de fato, ja mostrou efeitos neuroprotetores em modelos animais de isquemia cerebral
(Castillo et al., 2015; Kennedy et al., 2020). Assim, o GPRS81 se configura como um possivel
alvo-terapéutico no tratamento de condi¢des isquémicas cerebrais. Entretanto, mais estudos sao
necessarios para entendermos melhor os mecanismos pelos quais a ativacdo do GPR81 leva a
neuroproteg¢ao.

A presente revisdo sumariza o conhecimento construido sobre o receptor GPR81 desde sua
descoberta, tendo um enfoque no papel sinalizador do lactato e fornecendo uma perspectiva do
potencial uso terapéutico do lactato como agente neuroprotetor em condi¢des isquémicas

cerebrais.
2 Historia e caracterizacao do GPRS81

Os GPCRs compdem a maior superfamilia conhecida de proteinas integrais de membrana
(Cvicek et al., 2016). No sequenciamento do genoma humano, foram identificados cerca de 720
genes que codificam essas proteinas (Lander et al., 2001). Os GPCRs apresentam 7 dominios alfa-
hélice transmembrana, com um dominio extracelular (com 3 algas, EL-1, 2 e 3), que responde ao

seu ligante, e um intracelular (também com 3 algas, IL-1, 2 e 3), que interage com a proteina G;
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essa proteina, quando ativada, pode migrar para o citosol e ativar enzimas ou canais i0nicos,
disparando as cascatas de sinalizacdo subsequentes (para revisao, ver Gilman, 1987).

Muitos GPCRs ainda ndo tiveram seu ligante identificado e, portanto, sdo considerados
como “receptores-orfaos” (Wise et al., 2004). O receptor GPR81 foi descrito por Lee et al. (Lee et
al., 2001) e originalmente classificado como membro da subfamilia de receptores-orfaos
acoplados a proteina G (0GPCR). Sua localizagdo, bastante expressiva no tecido adiposo (Ge et
al., 2008), bem como o papel do receptor com que compartilha maior homologia, o GPR109a
(Wise et al., 2004) — cuja funcdo estd associada a regulacdo dos niveis de acidos graxos
circulantes (Soga et al., 2003; Tunaru et al., 2003; Taggart et al., 2005) — sugeriam um potencial
envolvimento do GPR81 no metabolismo energético. Essa hipdtese foi reforcada uma vez que a
seletividade do receptor por L-lactato como ligante enddgeno foi demonstrada (Cai et al., 2008;
Liu et al., 2009). A partir de entdo, o GPR81 passou a fazer parte da familia de receptores de
acido carboxilico (HCAR, do inglés hydroxycarboxylic acid receptor), sendo também chamado
de HCA1 ou HCARI1 (Offermanns et al., 2011), e sua fungdo como sensor metabolico comegou a
ser explorada. O L-lactato se confirmou como um ligante ortostérico do GPR81 quando se
demonstrou que induz a internalizagdo do receptor, um fendmeno sabidamente associado a esse
tipo de ligante (Liu et al., 2009; Kuei et al., 2011).

O GPR81 também pode ser encontrado em menores concentracdes em outros tecidos,
incluindo o cerebral, onde estd amplamente distribuido e também ¢ ativado pelo L-lactato
(Lauritzen et al., 2014). Apesar da presengca do GPR81 ter sido comprovada no encéfalo, os
mecanismos subsequentes a sua ativacao pelo lactato ainda sdo pouco conhecidos, de forma que o
receptor pode atuar através de diversas cascatas de sinalizacdo intracelular downstream,

participando de vias associadas a distintos processos fisiologicos — ou até mesmo patologicos.
3 O ligante L-lactato
3.1 Afinidade do GPR81 pelo L-lactato

Dos dois estereoisomeros do lactato, apenas o L-lactato ¢ produzido naturalmente e
participa significativamente das reagdes metabolicas no organismo de mamiferos, estando
presente no plasma e nos tecidos de forma abundante (Hasegawa et al., 2003). O D-lactato ¢
produzido principalmente pela microbiota, sendo detectdvel em concentracdes consideraveis
apenas no sistema digestorio. No plasma, ¢ encontrado em quantidades de ~1% em relacao
aquelas do seu isomero L — elevagdes nas concentragdes plasmaticas de D-lactato sdo raras e
denotam casos de disfungdes intestinais ou diabetes (Larsen, 2017; Pohanka, 2020). Dessa forma,

uma vez que o D-lactato ndo ¢ encontrado em concentragdes suficientes para ativar o GPR81 em
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condigdes fisiologicas, a caracteristica de ligante endogeno do receptor restringe-se ao L-lactato.
Altas concentragdes de D-lactato inibem o transporte de L-lactato através das membranas e o
transporte de piruvato para a mitocondria (Ros et al., 2001; Gibbs et al., 2008), de forma que esse
composto pode ser considerado neurotdxico.

A ECsp (ou concentracdo de eficiéncia, medida que corresponde a concentracdo de um
composto que induz metade do efeito maximo do receptor) do GPR81 para o L-lactato ¢
relativamente alta, de 1,3-5 mM, quando comparado a outros receptores semelhantes, para os
quais o valor costuma estar na escala de nanomolar (Cai et al., 2008; Liu et al., 2009). Apesar da
baixa afinidade, as concentracdes fisiologicas de L-lactato em humanos sdo altas, dindmicas e
cobrem esse intervalo. No plasma, variam de 0,5-2 mM em repouso, podendo atingir entre 10-20
mM de forma transiente em condi¢des de exercicio fisico intenso (Withers et al., 1991) ou até
mesmo por longos periodos ap6s um evento isquémico, por exemplo (Liu et al., 2009; Mosienko
et al., 2015). No encéfalo, as concentragdes de L-lactato encontradas no fluido extracelular ficam
na faixa de 2-5 mM (Langemann et al., 2001; Abi-Saab et al., 2002). Assim, corrobora-se a ideia
de que, em humanos, o receptor seja ativado pelo L-lactato enddgeno, tanto na periferia quanto no
SNC.

Outros compostos semelhantes também podem atuar como agonistas do GPR8I, mas
nenhum desses possiveis ligantes existe in vivo em concentragdes que atinjam a ECsy do receptor
(Liu et al., 2009). O agonista mais conhecido do GPRS81 ¢ o 4cido 3,5-dihidroxibenzoico (3,5-
DHBA ou apenas DHBA), um polifenol presente em baixas concentragdes em diversos produtos
alimenticios naturais, que ativa o receptor com uma ECsy bem mais baixa, de aproximadamente
150 uM (Liu et al., 2012). Dessa forma, o DHBA se configura como uma ferramenta importante
em estudos pré-clinicos sobre a ativagdo do GPR81 (Liu et al., 2012; Li et al., 2014; Herrera-
Loépez and Galvan, 2018; Buscemi et al., 2021) e permite avaliar a funcionalidade do receptor in
vivo em contextos onde seria necessario administrar concentragdes excessivas de L-lactato para
atingir a ECsp. Também sdo agonistas reconhecidos do receptor o &cido 3-cloro-5-
hidroxibenzoico (3-CI-HBA ou CHBA), com ECs, de 22 uM (Dvorak et al., 2012), e o “composto
2”  (4-metil-N-(5-(2-(4-metilpiperazin-1-il)  ciclohexanocarboxamida), com ECsy de
aproximadamente 50 nM (Sakurai et al., 2014).

O D-lactato também se mostrou um agonista eficaz do GPR81, com uma ECs, semelhante
aquela do L-lactato; adicionalmente, a metabolizagdo e transporte do D-lactato para o meio
intracelular sdo pouco eficientes, especialmente no encéfalo (Ling et al., 2012). Dessa forma, a
comparacgdo entre a eficacia dos dois estereoisdmeros na ativacdo do receptor pode ser utilizada

em estudos que visem a avaliar a diferenciacdo entre os efeitos sinalizadores (decorrentes da
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ligagdo do lactato ao receptor) e metabolicos (que dependem do transporte e da presenca de
maquinaria para a oxida¢do) do lactato (Mosienko et al., 2018).

Apesar da ligacao do L-lactato ao GPR81 ser bastante viavel fisiologicamente, alguns
fatores dificultam a realizacdo de estudos farmacoldgicos com esse receptor: as altas
concentragdes enddgenas de L-lactato, que podem interagir com aquelas administradas de forma
exogena; a baixa afinidade do GPR81 ao seu ligante, somada ao fato de que concentra¢des acima
de 30 mM parecem exercer fun¢des nio relacionadas a ativagdo ortostérica do receptor; e a rapida
metabolizacdo do L-lactato nos tecidos (Liu et al., 2012). Assim, a descoberta ou a producao
sintética de agonistas que ativem o receptor em concentracdes mais baixas seria de grande valia

para uso experimental, evitando possiveis vieses na analise da ativacdo do GPR&].
3.2 Lactato como substrato metaboélico

Desde sua descoberta no século 18 por Carl Wilhelm Scheele (Ferguson et al., 2018), o
lactato foi considerado como um residuo metabdlico, uma molécula produzida pelo metabolismo
celular que deveria ser rapidamente excretada. Na década de 1980, todavia, Brooks (Brooks,
1986) descreveu o sistema da “lancadeira de lactato” em fibras musculares esqueléticas. Quando
essas células realizam trabalho (especialmente as anaerodbicas, do tipo IIb), o lactato é produzido
em grandes quantidades, mas ndo ¢ liberado na circulagdo: atua como fonte energética para as
proprias fibras musculares vizinhas (especialmente para as oxidativas, do tipo I), sendo oxidado e
liberado como CO; no sangue venoso (Brooks, 1986; 2018). Dessa forma, pode-se considerar que
a “lancadeira de lactato” atua na integragdo do metabolismo, pois o produto dos processos
anabolicos ¢ direcionado para prover substrato energético aos processos catabolicos daqueles
tecidos ativos com respiracao celular mais intensa.

No que diz respeito ao SNC, se acreditava que a producdo de lactato era uma
consequéncia indesejada de condi¢des de baixa perfusdo tecidual e reduzido teor de oxigénio, ou
de desequilibrio entre as taxas glicolitica e oxidativa (Siesjo, 1978). Em condicdes fisiologicas, a
utilizacdo do lactato como substrato, de fato, corresponde a apenas ~10% das necessidades
energéticas. Entretanto, em situacdes nas quais as concentragdes plasmaticas estdo aumentadas,
como durante o exercicio intenso, essa contribui¢cdo pode ultrapassar os 50% (Boumezbeur et al.,
2010). O encéfalo passa de um produtor de lactato, em repouso, para um consumidor, quando as
concentragdes plasmaticas aumentam (van Hall, 2009). Essa hipotese foi corroborada quando foi
observada a presenca dos transportadores de monocarboxilatos (MCTs, do inglés,
monocarboxylate transporter), como o lactato, na barreira hematoencefalica (BHE) (Pellerin et

al., 1998; Moreira et al., 2009).
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O famoso e elegante trabalho desenvolvido pelos pesquisadores Luc Pellerin e Pierre
Magistretti na Universidade de Lausanne, na Suiga (Pellerin & Magistretti, 1994), sugeriu a
existéncia, no SNC, de um mecanismo semelhante aquele descrito por Brooks no tecido muscular,
que também integra as fontes de producgdo as de utilizagdo de lactato: a lancadeira de lactato entre
astrocitos e neurdnios (ANLS), ou desvio lactato-glicose entre astrdcitos e neurdnios. A partir
desse estudo, o lactato passou também a ser considerado como um potente substrato metabolico
para os neurdnios.

O desvio lactato-glicose permite que células com alta capacidade redutora, que apresentam
elevada razio NADH:NAD', como os astrocitos, sustentem metabolicamente as células
oxidativas, com menor razdio NADH:NAD", como os neurdnios. Esse processo ¢ mediado pelos
MCTs (Pellerin et al., 1998), que permitem o transporte (e a transferéncia) de lactato através de
membranas celulares de astrdcitos e neuronios.

Os pés astrociticos cobrem mais de 90% dos capilares nao-fenestrados do encéfalo
(Jukkola & Gu, 2015), de forma que o astrocito ¢ a primeira célula que contata os vasos
sanguineos do parénquima cerebral. Através dos transportadores do tipo GLUT1, o astrdcito capta
a glicose da corrente sanguinea e a estoca na forma de glicogénio, podendo, em caso de
necessidade, mobilizar rapidamente essas reservas (para revisdo, ver Brown, 2004). Os astrécitos
também emitem processos celulares que circundam as sinapses (Peters & Feldman, 1976),
especialmente as glutamatérgicas, pois estas correspondem a 80% do total de sinapses do encéfalo
(Ainscow et al., 2002). Os astrocitos participam dessas sinapses monitorando, recaptando e
reciclando o excesso de glutamato liberado, de forma a evitar a excitotoxicidade provocada pelo
acumulo do principal neurotransmissor excitatorio no meio extracelular (McLennan, 1976).

A interagdo entre metabolismo energético e neuroquimica ¢ a base do funcionamento da
ANLS: o glutamato presente na fenda sindptica induz, nos astrécitos, um metabolismo
preferencialmente glicolitico, estimulando a captagdo de glicose e a metabolizagdo da mesma em
piruvato, que serd reduzido a lactato (Pellerin & Magistretti, 1994). Isso ocorre porque a ativagao
dos transportadores de glutamato (EAATS, do inglés, excitatory amino acid transporters) esta
associada a um cotransporte de Na'". O aumento de sodio intracelular, por sua vez, ativa a Na'/K"
ATPase. O ATP necessario para esse processo €, entdo, fornecido justamente pela via glicolitica
(para revisdo, ver Bélanger et al., 2011).

A reducdo do piruvato a lactato ¢ catalisada pela isoforma 5 da enzima lactato
desidrogenase (LDHS, presente nos astrocitos), que consome NADH, um equivalente redutor
abundante nos astrécitos, e libera NAD". Assim, esse mecanismo também assegura a regeneragao
do NAD', importante para a manutencio do funcionamento da via glicolitica. O lactato produzido

no citoplasma dos astrocitos ¢, entdo, exportado para meio extracelular através do MCT4, que
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responde as altas concentragdes de lactato intracelulares (Gandhi et al., 2009; Bergersen, 2015).
Os neurdnios, por sua vez, tém um metabolismo predominantemente oxidativo; nessas células, a
isoforma MCT2, de alta afinidade, ¢ responsavel pela captagdo do lactato liberado no meio
extracelular pelos astrocitos. O lactato captado sera reoxidado a piruvato através da acdo da
enzima LDHI, podendo, entdo, ser utilizado como substrato energético para a produ¢ao neuronal
de ATP (Schurr et al., 1999; Bélanger et al., 2011; Magistretti & Allaman, 2018). Esse
mecanismo esta ilustrado na Figura 2.

A cooperagdo metabdlica entre astrocitos e neurdnios parece ser essencial durante a
ativagdo cerebral, e o lactato torna-se o substrato preferencial dos neurOnios nessa situagdo,
mesmo em condicdes de suprimento adequado de O, (para revisdo, ver Dienel & Cruz, 2004). A
ANLS pode, entdo, funcionar como um “atalho”, oportunizando aos neurdnios a possibilidade de
poupar as duas moléculas de ATP que seriam utilizadas nas etapas iniciais — ou fase de
investimento — da glicdlise (Magistretti & Allaman, 2018). Assim, a produgdo e exportagdo de
lactato pelos astrocitos e a subsequente captacdo deste pelos neurdnios pode garantir um
suprimento de substrato energético para sustentar situagdes de atividade sindptica aumentada em
neurdnios adjacentes, especialmente em contextos desfavoraveis, capazes de levar a lesdao ou
morte neuronal, como em condi¢des isquémicas.

Em contextos que envolvem maior demanda de ATP nos neurdnios, como em intensa
atividade sinéptica, os astrocitos sofrem uma mudanga metabdlica, em um mecanismo semelhante
ao efeito crabtree, passando a realizar a glicolise - que tem como produto final o lactato - e, dessa
forma, permitem que todo o oxigénio disponivel seja utilizado pelos neurdnios na fosforilacao
oxidativa (Fernandez-Moncada et al., 2018). No caso de haver uma quantidade limitada de O, e
de glicose, como ocorre na isquemia, essa colaboracdo se faz ainda mais importante, pois os
astrocitos ndo somente suprem a demanda por substrato energético dos neurdnios, mas também
poupam o oxigé€nio necessario para a oxidagdo desse substrato (Ferndndez-Moncada et al., 2018).

A utilizacdo do lactato como substrato energético cerebral tem contribui¢des diferentes
durante o neurodesenvolvimento. Nos primeiros dias de vida, os padrdes metabolicos do SNC
variam rapidamente (Pellerin et al., 1998) e a presenga de diferentes isoformas de MCTs no
encéfalo de camundongos neonatos esta diretamente relacionada com a preferéncia metabolica
por cada substrato (para revisdo, ver Tassinari & de Fraga, 2022). Durante o periodo de
amamentagdo, o lactato e 0s corpos cetonicos sdo os substratos preferenciais do tecido nervoso e
seus transportadores estdo bastante expressos na barreira hematoencefélica; apds o desmame, essa
expressdo ¢ reduzida (Pierre & Pellerin, 2005) Porém, no parénquima cerebral, curiosamente, os
MCTs permanecem presentes, o que sugere que o lactato ainda seja utilizado, mas, nesse caso,

seja produzido no proprio tecido cerebral, e ndo mais oriundo da periferia (Pellerin et al., 1998).
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Dessa forma, a administragdo de lactato pode ser uma estratégia especialmente eficaz em eventos
isquémicos perinatais, como na hipoxia-isquemia (HI) neonatal.

A presenca das ferramentas celulares necessarias para a oxidagao de lactato nos neurdnios
e de transportadores que permitem o fluxo cerebral dessa molécula sustentam a ideia de que os
astrocitos garantem o aporte energético necessario para sustentar o intenso gasto metabdlico

neuronal.
3.3 Lactato como molécula sinalizadora

Ainda que a ANLS seja um mecanismo importante para suprir o consumo metabdlico
aumentado de neurdénios em momentos de ativagdo cerebral, ¢ a glicose, e ndo o lactato, que
parece ser o substrato preferencial para a manuteng@o do metabolismo encefalico basal no sistema
nervoso adulto (para revisao, ver Dienel, 2012). Apesar disso, o lactato ¢ encontrado em altas
concentragdes no fluido extracelular do parénquima cerebral (Boumezbeur et al., 2010), o que
sugere que este possa ter outras fungdes, possivelmente atuando como sinalizador.

Mesmo antes da descoberta do receptor GPR81, evidéncias ja apontavam para efeitos
moduladores do lactato que pareciam independentes de seu papel como substrato metabdlico: o
lactato se demonstrou importante no processo de formagdo de memorias (Suzuki et al., 2011), na
expressao de genes relacionados a plasticidade sinaptica (Yang et al., 2014a) e na modulacao da
frequéncia de disparos de potenciais de acdo (Song et al., 2001; Ainscow et al., 2002; Gilbert et
al., 2006; Shimizu et al., 2007), além de estimular a vasodilatagao cerebral (Gordon et al., 2008),
descoberta que sugeriu a possibilidade de o mesmo atuar como um sinalizador essencial do
metabolismo encefilico, ligando a ativacdo neuronal ao aumento do fluxo sanguineo cerebral.

Algumas fungdes metabdlicas neuronais criticas necessitam da glicose e ndo podem ser
totalmente supridas pelo lactato (Dienel, 2012). Na presenca de glicose — como se espera que seja
a situacdo em condigdes fisiologicas — os neurdnios utilizam principalmente a energia proveniente
da fosforilagdo oxidativa, ndo dependendo de fontes alternativas de energia para o processamento
de informagdes (Hall et al., 2012). Além disso, existe um mecanismo através do qual os astrocitos
reduzem a captacdo de glicose quando estimulados, ativando um feedback negativo que inibe a
hexocinase astrocitaria, disponibilizando a glicose para os neurdonios. Assim, alguns
pesquisadores defendem que os neurdnios ndo dependeriam totalmente do lactato liberado pelos
astrocitos, mas sim da glicose “poupada” por essas células (Dinuzzo et al., 2010). Além disso, os
proprios neurdnios parecem ter capacidade de produzir L-lactato (Dienel, 2012), que também
pode entrar no encéfalo a partir da corrente sanguinea (uma vez que seus transportadores estdo
expressivamente presentes na BHE; Pellerin et al., 1998; Moreira et al., 2009) em condi¢des nas

quais as concentracdes plasmaticas de lactato encontrem-se elevadas (Dalsgaard et al., 2004).
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Portanto, fica claro que ainda existem diversas controvérsias sobre o papel da ANLS
(Dienel, 2012), no metabolismo e transporte do lactato. Muitas dessas controvérsias devem-se a
dificuldades metodologicas que ndo permitem confirmar a existéncia da ANLS, especialmente in
vivo. A partir disso, surge novamente a hipétese de que o acumulo de lactato no espaco
extracelular do SNC tenha importancia em processos de sinaliza¢do celular, complementares a
sua a¢do como substrato energético.

De fato, desde a década de 1960, ja se conhecem efeitos significativos do lactato como
molécula sinalizadora (Bjorntorp, 1965). Com a descoberta da sua ligagdo ao GPRS81, acredita-se
que essa fun¢do seja desempenhada principalmente via esse receptor, cuja ativagdo pode estar
envolvida em diversos processos patologicos e fisiologicos.

Como descrito anteriormente (ver item 3.2), o L-lactato ndo ¢é exocitado, mas sim
transportado de forma passiva para o exterior das células através dos MCTs, a favor do seu
gradiente de concentragdo. Portanto, ¢ a taxa de produgdo, e ndo de liberacdo, de lactato que
regula a sua atuagdo como molécula sinalizadora; além disso, as concentragdes de lactato que
ativam o receptor GPR81 precisam ser atingidas de forma mais ampla, por todo o espago
extracelular, ¢ ndo de forma localizada, como ocorre na neurotransmissao classica (Mosienko et
al., 2015). A Figura 3 resume os processos liberagdo e atuacdo do lactato como molécula
sinalizadora no SNC.

Todas essas caracteristicas levantaram a hipotese do lactato desempenhar uma fungao de
transmissor de volume dentro do encéfalo (Bergersen & Gjedde, 2012). O conceito de
transmissao de volume descreve uma forma de comunicagao celular através do fluido extracelular
e do liquido cefalorraquidiano (CSF, do inglés, cerebrospinal fluid). Nesse caso, os sinais fluem
da fonte a célula-alvo sem a necessidade de nenhum tipo de conexdo entre elas, permitindo a
sinalizagdo por grandes distancias, de forma que a molécula sinalizadora pode exercer seus efeitos
neuromodulatérios sobre uma ampla gama de neurdnios (Agnati et al., 2010; Fuxe et al., 2013).

A acdo do receptor GPR81 na redu¢do do AMPc pode regular diversos processos
celulares, e o fato de o lactato atravessar passivamente as membranas e atuar como um
transmissor de volume confere uma vantagem: através desse mecanismo, o lactato ¢ capaz de
unificar as respostas neurais tanto em condigdes fisioldgicas quanto patoldgicas, permitindo uma

regulagdo extensiva do SNC.
4 Caracterizacdo molecular do GPR81

O conhecimento da estrutura molecular de um receptor ¢ essencial para que se possam
desenhar possiveis agonistas do mesmo. Atualmente, a maioria dos estudos de modelagem de

GPCRs de classe A, como ¢ o caso do GPRS8I1, se baseia na sua semelhanca estrutural com a
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rodopsina e nos seus 7 dominios transmembrana (7TM; Benned-Jensen & Rosenkilde, 2010). Os
dominios que costumam receber maior enfoque sdo TM3 a TM7, uma vez que ja se mostraram
envolvidos na ligagdo dos GPCRs aos seus ligantes (Balmforth et al., 1997; Groblewski et al.,
1997; Tunaru et al., 2005).

O receptor GPR81 apresenta varios dominios altamente conservados entre os receptores
de mamiferos, com mais de 80% de identidade entre as sequéncias, e todos respondem ao L-
lactato (Liu et al., 2009). Compartilha maior homologia com o receptor GPR109a, mas nao
responde aos seus agonistas, niacina e B-hidroxibutirato (Liu et al., 2009). As interagdes entre o
par GPR109a-niacina/hidroxibutirato, porém, podem auxiliar na compreensao da ligacao entre o
GPRS8]1 e o L-lactato, justamente pelo fato de que tanto o receptor quanto os ligantes sdo bastante
semelhantes estruturalmente.

Até o presente momento, a estrutura cristalografica do receptor ndo foi descrita ou
depositada em bases de dados. Apenas modelagens prevendo a estrutura tridimensional a partir da
sua sequéncia de aminoacidos estdo disponiveis (acesso pelo link

https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q8C131). O  desenvolvimento de  estudos testando

experimentalmente esta estrutura seria importante para uma compreensdo mais precisa das
interagdes entre o GPR81 e seus ligantes enddgenos ou exdgenos.

Ahmed (Ahmed, 2011) demonstrou a presenga de um residuo de arginina em um dominio
transmembrana do GPR81 que favorece a ligagdo a acidos carboxilicos, enquanto Liu ef al. (Liu
et al., 2009) demonstraram que os residuos Arg99, Tyr233, Arg240 e Thr267 dos dominios TM3,
TM6 e TM7, respectivamente, sdo essenciais para a ligagdo com o L-lactato (interagindo
diretamente com o ligante no sitio ativo). Os residuos de Arg99 e Arg24 interagem com o grupo
carboxila, a semelhanca do que se observa na ligacao da niacina ao GPR109a.

Em peixes-zebra, foram identificados dois receptores, zGPR81-1 e zGPR81-2, analogos ao
GPR81 de mamiferos. Os receptores dos diferentes grupos filogenéticos ndo apresentam
conservagao estrutural consideravel, mas compartilham a capacidade de ligacdo ao lactato e a
mesma funcionalidade (Kuei et al., 2011). Dessa forma, a comparagdo entre esses receptores
permite inferir quais os residuos criticos para a manutencdo da fun¢do do receptor e da interagdo
com o seu ligante, uma vez que esses devem ter se mantido inalterados. O receptor GPR109a de
mamiferos, altamente homodlogo ao GPRS81 e que responde a niacina (Wise et al., 2004), também
¢ util no entendimento dos residuos criticos para a seletividade do GPR81 pelo lactato: a niacina
difere do lactato essencialmente na posi¢do de um grupamento hidroxila da cadeia lateral (Kuei et
al., 2011); dessa forma, os residuos discordantes nos sitios desses dois receptores devem

promover essa seletividade.
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Partindo dessas premissas, foram selecionados motivos conservados em todos os
receptores andlogos do GPR81, mas ndo em GPR109a e, através de mutagdes direcionadas, foram
demonstrados quais os residuos criticos para a manuten¢do de fungdo e da capacidade de
interacdo com o ligante. O modelo sugerido se refere ao motivo proteico C165-E166-S167-F168
da al¢a extracelular 2 (ECL2, do inglés, extracelular loop 2) como essencial a interagdo com o L-
lactato; Glul66, juntamente com Arg71, do dominio transmembrana 2 (TM2), interage com o
grupamento alfa-hidroxila do ligante, através de pontes de hidrogénio; Phel68 ¢ um residuo
aromatico e hidrofobico, que pode aumentar a rigidez da regido de ligacdo, afetando a interagao.
Seis residuos conservados de cisteina (Cys6, 7, 88, 157, 165 e 252) do dominio extracelular
podem formar trés pontes de hidrogénio entre si, que modificam a conformag¢do do receptor,
compactando-o. A elucidagdo desses fatores auxilia na compreensdo de como um ligante pequeno
interage com residuos tdo distantes na estrutura primaria e, também, do motivo pelo qual o sitio

de ligacdo ¢ seletivo a moléculas pequenas (Kuei et al., 2011).
5 Cascata intracelular de ativacio do GPR81

Os GPCRs sdo receptores de membrana que conferem a célula uma estratégia evolutiva
vital para a manuten¢do da homeostase: permitem perceber o ambiente extracelular e responder as
suas alteragdes, decodificando uma ampla gama de sinais, desde neurotransmissores € hormdnios
at¢ moléculas odoriferas ou mesmo a energia luminosa (Bockaert & Pin, 1999; Calebiro &
Koszegi, 2019). E evidente, portanto, que os GPCRs participam ativamente de diversos processos
fisiologicos e patoldgicos, relacionados aos sistemas sensoriais, ao metabolismo e as mais
diversas formas de comunica¢do celular. Assim, se configuram como importantes alvos
farmacologicos.

Quando ativados por seus ligantes - o L-lactato, para o GPR81 -, os GPCRs respondem
com mudancgas conformacionais, interagindo com a proteina G acoplada. Essa interacdo ¢ a base
da transdugdo de sinal dos GPCRs; por isso, a descoberta e elucidagdo da fungdo das proteinas G
na transducdo de sinal rendeu o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina de 1994 aos
pesquisadores Alfred Gilman e Martin Rodbell. A proteina G atua como um amplificador de
sinal: converte o sinal extracelular, o primeiro mensageiro, em um sinal que possa ser decifrado
intracelularmente, através de um segundo mensageiro que pode ser produzido em quantidades
muito maiores € modular diversas vias de sinalizagdo (para revisdo, ver Letkowitz, 1994).

As proteinas G sdo heterotrimeros compostos pelas subunidades o, f e y. Quando
estimuladas pelo receptor, a mudanga conformacional que este sofre induz a abertura do sitio
ligante de nucleotideo da proteina G (Hagberg et al., 2004) na subunidade a. Isso causa uma

alternancia do estado de ligagdo a uma molécula de guanosina difosfato (GDP), que se desliga,
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sendo substituida por uma de guanosina trifosfato (GTP; o que acontece naturalmente, pois o GTP
estd presente em concentragdes muito maiores no citoplasma). Essa ligacdo ao GTP faz com que a
subunidade o se desacople das demais. Entdo, tanto o mondmero o quanto, menos
frequentemente, o dimero By podem atuar sobre efetores - enzimas ou canais idnicos - que, por
sua vez, podem ativar ou inibir os segundos mensageiros (para revisdo, ver Tuteja, 2009). Por
fim, quando ocorre a hidrélise do GTP a GDP, o heterotrimero se reassocia e o ciclo de ativagdo ¢
finalizado (de Vries et al., 2000; Ross & Wilkie, 2000). Para que isso ocorra rapidamente e de
forma regulada, a dessensibilizagdo do receptor pode ser mediada por fosforilagdo pelas cinases
de receptores acoplados a proteina G (GRKs, do inglés G protein—coupled receptor kinases)
seguida da ligagdo de B-arrestina. Esse mecanismo pode, até mesmo, promover a endocitose e
retirada do receptor da membrana, o qual pode ser desfosforilado e reciclado (para revisdo, ver
Letkowitz & Shenoy, 2005).

No caso do GPR81, acredita-se que a proteina G acoplada faga parte da subfamilia Gi/o: a
subunidade Gj, atuaria inibindo a AC e, consequentemente, reduzindo a producdo do segundo
mensageiro AMPc (adenosina 3',5'-monofosfato ciclico; Liu et al., 2009; Ahmed et al., 2010). A
Figura 4 ilustra a ativagdo do receptor e a subsequente estimulacdo da proteina G, resultando no
desacoplamento das subunidades. Essa hipotese foi corroborada por ensaios in vitro com células
que expressam o GPR81: o aumento da ligacdo de 35S-GTPyS ¢ dependente do aumento das
concentragdes de L-lactato, culminando na redu¢do da producdo de AMPc (Cai et al., 2008); além
disso, a toxina pertussis (PTX), inibidora da Gi,, inibiu o efeito da ativagdo do GPR81 pelo lactato
(Cai et al., 2008; Bozzo et al., 2013). O dimero Gig,, por sua vez, também atua na transdugdo de
sinal, ativando a fosfolipase C (PLC), o que tem papel importante na sua interagdo com outros
GPCRs (Abrantes et al., 2019), fendmeno comum em receptores dessa classe (Werry et al., 2003).

A reducdo da concentragdo de AMPc intracelular, por fim, modula diversas vias
intracelulares essenciais para o metabolismo e sobrevivéncia celular, e também aquelas
promotoras de processos patologicos e de morte celular. Dessa forma, a modulagdo do receptor
GPRS81 pode potencializar func¢des fisioldgicas ou atenuar vias associadas a fisiopatologia de

diversas doengas.
6 GPR81 na periferia

O GPR8I1 ¢ principalmente expresso no tecido adiposo branco (TAB; Ge et al., 2008;
Jeninga et al., 2009), no qual foi verificada a sua seletividade pelo L-lactato (Cai et al., 2008).
Também no TAB foi descrito o mecanismo por tras de uma fun¢do do lactato ja conhecida ha
muitas décadas: a inibicdo da lipolise e da oxidacdo de acidos graxos, com o intuito de promover

a estocagem de metabolitos ricos em energia (Boyd et al. 2009; Gold et al., 1963; Bjorntorp,
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1965; Achten & Jeukendrup, 2004). Liu et al. (Liu et al., 2009) demonstraram, tanto in vitro
como in vivo, que isso ocorre justamente pela ativagdo do receptor GPR81 em resposta a
aumentos enddgenos de L-lactato apos um alto aporte metabolico, como logo apos uma refeicao:
o lactato promove, via GPR81, a regulacdo negativa da AC, resultando na inibi¢do da sintese de
AMPc, um mediador-chave no controle da lipdlise e da glicolise. Cai et al. (Cai et al., 2008)
corroboraram, em modelos animais e em estudos ex vivo, a ideia de que esse receptor tenha papel
importante na resposta metabdlica em condi¢des de déficit energético e de oxigénio, como
durante o exercicio fisico intenso.

O papel antilipolitico do lactato-GPR81 ¢ complementar ao de outros pares de ligante-
receptor também encontrados no tecido adiposo, como o B-hidroxibutirato-GPR109a (Taggart et
al., 2005) e o propionato-GPR41 (Brown et al., 2003) na supressdo da lipdlise pela inibi¢do da
AC. Dessa forma, com todos esses efeitos observados, o GPR81 se configuraria também como
um alvo terapéutico importante para o tratamento de dislipidemias, com menos efeitos colaterais
que a niacina (agonista dos receptores GPR109a e GPR109b), que causa reagdes cutaneas (Ge et
al., 2008).

Apds uma refeicdo, ha uma grande captacdo de glicose pelo TAB em resposta a
concentracdo aumentada de insulina; grande parte dessa glicose ¢ convertida em lactato — o que
demonstra um “shift” metabolico, no qual o metabolismo se torna primariamente anaerdbico, em
razdo das condic¢des hipodxicas as quais o tecido € exposto (Rooney & Trayhurn, 2011). O GPRS81
responde primariamente a essa alta concentragdo de lactato liberada localmente, mais do que ao
lactato fornecido via circulagdo (Ahmed et al., 2010), o que sugere um papel de sinalizacdo
autocrina e paracrina nesse contexto.

J& foi demonstrado que o receptor GPR81 estd regulado negativamente em modelos
animais de obesidade, tanto induzida por dietas ricas em gordura (HFD do inglés high fat diet;
(Wanders et al., 2012; Yao et al., 2020), quanto associadas a diabetes tipo 2 (ob/ob - modelo
caracterizado por alta inflamagao; Feingold et al., 2011). O GPR81 também se mostrou essencial
para o “browning” do TAB, processo que confere ao tecido caracteristicas do tecido adiposo
marrom (TAM), passando a apresentar uma maior capacidade de termogénese adaptativa. A
ativagdo farmacologica do receptor, em animais obesos, preveniu a acumulagdo de gordura e
melhorou o metabolismo lipidico (Yao et al., 2020).

Na periferia, o GPR81 também ¢ expresso em baixas concentra¢cdes em outros tecidos,
como o musculo esquelético, tecidos linfoides secundarios, rim, figado e pancreas (Ge et al.,
2008; Liu et al., 2009; Ahmed et al., 2010), além de células imunes, como macrofagos (Hoque et
al., 2014), outras células apresentadoras de antigeno (APCs) e células imunes do intestino

(Ranganathan et al., 2018).
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Nesse contexto, outro papel bastante importante do receptor GPR81 ¢ a sinalizagdo anti-
inflamatoria. Através da ativacdo desse receptor e da sua interagdo com a arrestina -2 (ARRB2),
j& reportada para diversos outros GPCRs (DeFea, 2008), o lactato foi capaz de modular
negativamente o processo inflamatorio, reduzindo a lesdo inflamatéria pancreética e hepatica in
vivo e in vitro. O mecanismo subjacente foi associado a reducdo da ativacdo do inflamassoma
NLRP3 (do inglés, NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein) nos macrofagos
circulantes e residentes desses 6rgdos, além da consequente reducdo na producdo de interleucina
1B (IL-1B; Hoque et al., 2014). Uma vez que o pancreas e o figado sdo particularmente afetados
em condigdes inflamatorias e que a IL-1p ¢ uma das citocinas pro-inflamatérias mais importantes
em diversas patologias, o lactato poderia se configurar como um potencial agente terapéutico anti-
inflamatorio, o que ja foi demonstrado em estudos clinicos, nos quais o lactato teve acdo na
reducdo da inflamacdo sistémica em casos de pancreatite aguda (Wu et al., 2011; Buxbaum et al.,
2014; de-Madaria et al., 2018).

Em um modelo animal de colite, também se observou que o GPR81 presente nas APCs
(em especial nas células dendriticas e macrofagos) teve papel essencial na manutencdo da
homeostase imune intestinal em resposta ao lactato que esta presente em altas concentragdes no
limen intestinal. Os animais tratados com lactato demonstraram uma reducdo na severidade da
manifestagdo da doencga, com menor perda de peso, menor dano tecidual e maior expressdao de
citocinas anti-inflamatorias em relagdo as pro-inflamatdrias, funcdes que foram dependentes da
ativacao do receptor GPR81 (Ranganathan et al., 2018).

Ambos os estudos demonstram que o GPR81 tem papel importante na modulagcdo da
resposta imune inata, através das células apresentadoras de antigeno, que, por sua vez, atuam no
direcionamento do fendtipo regulatorio das células T (Treg) em detrimento da diferenciagdo em
fenotipos que expressam citocinas pro-inflamatdrias (Th1/Th17; Hoque et al., 2014; Ranganathan
et al., 2018). O possivel papel anti-inflamatério da ativacdo do GPRS81 ¢ outro mecanismo que
torna esse receptor um potencial alvo-terapéutico para o tratamento de diversas doengas do SNC,

uma vez que o envolvimento da resposta inflamatoria ¢ frequente na fisiopatologia das mesmas.
7 GPR81 no SNC

A localizagdo da proteina do GPR81 no SNC foi demonstrada pela primeira vez em
camundongos, através da técnica de imuno-histoquimica (Lauritzen et al., 2014). No encéfalo, a
maior expressdo foi verificada na barreira hematoencefélica, principalmente nas membranas
plasmaticas de células endoteliais vasculares, nos compartimentos luminal e abluminal dos vasos
e, em menor grau, nas membranas dos pés astrocitarios perivasculares. No parénquima neural, a

maior expressdao do GPR81 foi observada em neurdnios, especialmente nas células de Purkinje do
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cerebelo, nos neurdnios piramidais € no hilo do giro denteado do hipocampo e no neocortex; e,
em menor quantidade, nos astrocitos - mas ainda assim, o receptor ¢ encontrado nessas células de
maneira ampla (Ma et al., 2020). Essa distribuicdo foi confirmada com a quantificacio da
expressao do mRNA (RNA mensageiro) do receptor, que demonstrou uma maior expressao no
cerebelo e hipocampo, em quantidades semelhantes, seguidos pelo neocortex, com uma expressao
60% menor. Em relacdo a localizacao subcelular, o GPR81 estava altamente concentrado em
membranas pré- e, especialmente, pds-sinapticas de sinapses excitatorias no hipocampo e no
cerebelo, bem como em organelas vesiculares intracelulares, o que indica o trafego do receptor a
partir da e para a superficie celular. Em culturas primarias de neurdnios de camundongos, a
presenga do GPR81 também foi comprovada por imuno-histoquimica e Western blotting (Bozzo
etal., 2013).

Portanto, pode-se concluir que a expressao génica do GPR81 estd presente em diversos
tecidos além do adiposo, estando o receptor amplamente distribuido no encéfalo: no cortex, no
hipocampo e no cerebelo (para maiores informagdes, acessar as bases The Allen Institute for

Brain Science, http://www.brain-map.org; GENSTAT, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genstat; St.

Jude Children’s Research Hospital, http://www.stjudebgem.org). O mRNA do receptor também

foi encontrado no hipotalamo de camundongos (Ge et al., 2008). Em humanos, a expressao do
mRNA do GPRS81 foi observada no hipotdlamo, mas ndo nos lobos temporal, frontal e occipital
do cortex, nem no hipocampo, nucleo accumbens ou nicleo caudado (Lee et al., 2001).

Comparativamente, a expressao do mRNA do GPR81 foi cerca de 140 vezes menor no
SNC em relag@o ao TAB, confirmando uma maior expressao no tecido adiposo, em termos gerais.
Por outro lado, dentro do SNC, hé variagdes na expressdo entre diferentes regides, estando o
receptor mais concentrado em locais e compartimentos celulares especificos (Lauritzen et al.,
2014), o que pode influenciar — e também ajudar a compreender — a fun¢do sinalizadora do
lactato.

Recentemente, também foi verificada a presenca do receptor no plexo coroide, regido do
sistema ventricular responsavel pela produ¢do do liquor (ou CSF), e na parte dorsal do terceiro
ventriculo, especialmente nos limites entre o CSF e o parénquima cerebral ou o sangue. Essa
localizagdo se assemelha aquela dos MCTs, sugerindo um papel do GPR81 como sensor das
concentragdes de lactato liberadas no CSF. O fato de o receptor estar localizado de maneira
expressiva em fibroblastos e em células ependimais nessa regido levanta a hipétese da inducdo de
uma liberagao de fatores de crescimento, como fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1
(IFG, do inglés, insulin-like growth factor) ou fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, do
inglés, vascular endothelial growth factor) no CSF, em resposta ao lactato (Hadzic et al., 2020).

Esse mecanismo poderia coordenar a angiogénese e a neurogénese nas regides adjacentes.
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A funcionalidade do receptor GPR81 no encéfalo foi confirmada pela capacidade do L-
lactato e do agonista DHBA de reduzir, de forma dose-dependente, a geracdo de AMPc pela AC
estimulada por forscolina (ativador da AC), a semelhanca do que se observa na periferia
(Lauritzen et al., 2014).

Através da ativagao do GPR&8I1, o lactato se mostrou um modulador negativo da frequéncia
de transientes de calcio intracelulares em cultura primdria de neurdnios corticais de murinos, o
que se correlacionou diretamente com a frequéncia de disparos de potenciais de agdo; a
confirmacdo de que esse papel se deve a acdo dependente do receptor se deu pela observacao de
uma resposta semelhante produzida pelo estereoisdmero D-lactato e pelo agonista especifico
DHBA (uma vez que ambos ativam o receptor, mas ndo sdo eficientemente metabolizados) e da
inativacdo pela PTX. O mesmo ndo se repetiu com a utilizagdo de outros substratos energéticos
(piruvato e glicose), de forma que ¢ provavel que essa agdo seja independente do papel
metabdlico do lactato (Bozzo et al., 2013). Esse efeito inibitério pode ser importante para
prevenir, de forma pardcrina, uma ativacdo neuronal excessiva em situacdes nas quais essa
hiperativa¢do pode ser deletéria, como na epilepsia. Os resultados vao de encontro aos achados
relativos a localizagdo do receptor, que se concentrava no compartimento somatodendritico,
especialmente nas membranas pré- e pos-sinapticas das sinapses excitatorias (Lauritzen et al.,
2014). A ativagdo do GPR81 também ¢ capaz de modular a excitabilidade intrinseca: quando em
baixas concentragdes, o lactato aumenta o tempo de recuperacdo pos-inativacdo dos canais de
sodio em células piramidais do hipocampo de ratos; em altas concentra¢des, aumenta a frequéncia
de disparos, de forma independente do seu efeito metabdlico (Herrera-Lopez & Galvan, 2018).

Alinhados com esses resultados, estudos in vitro visando a desvendar os mecanismos
pelos quais o GPR81 modula a atividade sindptica observaram a ocorréncia de mudangas nas
propriedades intrinsecas da membrana, associando a reducdo na excitabilidade a mecanismos pré-
sinapticos (Abrantes et al., 2019). Em culturas primarias de neurdnios corticais de camundongos,
foi observado um aumento de cerca de duas vezes na atividade neuronal basal em camundongos
nocaute (KO, do inglés, knockout) para o GPR81, novamente indicando o papel do receptor na
inibi¢do tonica da ativacdo neuronal. Além disso, foi confirmado que a modulacdo da atividade
sindptica envolve os mesmos efetores downstream do receptor GPR81 ja descritos no TAB.
Utilizando-se de estratégias farmacoldgicas in vitro que modulam a atividade da AC, positiva
(forscolina) ou negativamente (SQ22536), e da proteina cinase A (PKA, do inglés protein kinase
A), um dos principais alvos do sistema AC-AMPc, foi corroborado o efeito da subunidade Gj, na
inativagdo da AC e redugdo do AMPc também em neurdnios. Ademais, foi demonstrado o
envolvimento do dimero Gg, do receptor na ativagdo da fosfolipase C (PLC) e na interacdo com

outros receptores (Abrantes et al., 2019).
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E importante salientar os resultados de um estudo in vitro no locus coeruleus, que
demonstrou uma atividade modulatéria do L-lactato sobre a excitabilidade dos neurdnios
noradrenérgicos, aumentando a liberagdo de NE (norepinefrina), de forma semelhante a atividade
evocada pelo glutamato. Isso foi mediado pela ativagdo da via da AC-AMPc-PKA. Esse efeito ¢
contrario aos observados em resposta a ativagdo do GPR81 nas demais regides do encéfalo (e na
periferia), sugerindo a possibilidade da existéncia de um outro receptor de membrana,
possivelmente também um GPCR, ainda desconhecido, com fun¢do oposta a do GPRS8I e
aparente ECso em torno de 680uM (Tang et al., 2014). Esse mesmo estudo comprovou, utilizando
a técnica de optogenética em fatias cerebrais, a liberacdo de lactato pelos astrécitos do locus
coeruleus.

Todas as evidéncias descritas até aqui apontam para uma acao sinalizadora bastante ampla
do lactato mediada pelo GPR81 no encéfalo: por um mecanismo de feedback negativo, reduz a
glicolise, atenuando a acidificagdo e promovendo a preservagdo da glicose para utilizacao
neuronal; modula a atividade sinaptica, impedindo a hiperexcitabilidade; controla a intera¢do do
parénquima cerebral com o CSF e o sangue; dentre diversos outros papeis a serem investigados a
partir das vias as quais estd associado. Assim, o GPR81 se configura como um alvo-terapéutico

importante para doengas cuja fisiopatologia envolva disfungdes nesses processos.
8 GPRS8]I e vias de sobrevivéncia e morte celular

Nem todos os efetores downstream da ativagdo do GPR81 sdo conhecidos. Por exemplo,
uma via que parece ser importante e diretamente modulada pela ativagdo do receptor ¢ a via das
cinases reguladas por sinal extracelular 1/2 (ERK1/2, do inglés, extracelular receptor kinase 1/2),
uma cinase ativada por mitégeno (MAPK, do inglés, mitogen-activated protein kinase), mas os
intermediarios sdo pouco conhecidos. De fato, a maioria dos GPCRs sinalizam através de cascatas
de MAPKSs, associadas ao controle do metabolismo, regulando a proliferacdo, crescimento e
diferenciagdo celular, além do processo de apoptose (Schwindinger & Robishaw, 2001; Sun et al.,
2002; Ahn et al., 2009; Lorenz et al., 2009). A subunidade Gi, parece envolvida na ativacao de
ERK1/2 através da inibigdo da AC, reduzindo os niveis de AMPc e a atividade da PKA. O dimero
Ggy, por sua vez, parece ativar a ERK1/2 principalmente pelo aumento da Akt através da ativacao
da fosfolipase C (PLC, do inglés phospholipase C) ou da proteina cinase C (PKC, do inglés
protein kinase C; para revisdo, ver Hu et al., 2020).

Em resposta ao L-lactato e ao agonista DHBA, se observou uma fosforilagdo da ERK1/2
dependente do receptor GPR81, o que parece ocorrer em resposta a dissociagdo da subunidade
Ggy, mediada por duas vias: uma dependente de PKC e da concentracdo de Ca® extracelular e

outra dependente da transativacdo de um receptor de fatores de crescimento, o receptor de fator de
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crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1R, do inglés insulin-like growth factor-1 receptor),
pela PI3K (fosfatidil-inositol 3-cinase), fendmeno comum entre os GPCRs (Li et al., 2014).

Recentemente, também foi verificado o envolvimento do GPR81 na promocdo da
angiogénese através da ativacdo da via da PI3K/Akt, importante na sobrevivéncia celular,
inativando mediadores pro-apoptoticos e promovendo a sobrevivéncia tumoral em modelo de
cancer de mama (Jin Lee et al., 2016). Alinhado com esses dados, a ativacao do receptor GPR81
parece estar associada com a promogao da diferenciacdo de osteoblastos, via Gg,, ativando a PKC
e a Akt (Wu et al., 2018).

No SNC, ha poucos estudos investigando o papel dessas vias de sobrevivéncia e
proliferacdo celular: o GPR81 promove a fosforilacdo da ERK 1/2 e da Akt, resultando em uma
modulagdo da angiogénese (Morland et al., 2017); o lactato, via GPR81, também parece modular
a fosforilacao de Akt nos fibroblastos das leptomeninges, promovendo a neurogénese (Lambertus
et al., 2021). Mais recentemente, um estudo em preprint demonstrou que a ativagdo do GPRS81
promove a ativacdo da via da PI3K/Akt em modelo animal de doenca de Alzheimer,
possivelmente reduzindo a formagdo das placas de P-amiloide, um dos eventos-chave na
fisiopatologia da doenca (Zhang et al., 2021).

Assim, essas vias se configuram como alvos importantes a serem estudados quando se
avalia a neuroprotecdo conferida pelo lactato via GPR81 no SNC, uma vez que promovem a

sobrevivéncia celular e inibem a morte por apoptose.
9 GPR81 e o inflamassoma

Inflamassomas sdo complexos proteicos localizados no meio intracelular, ativados durante
a resposta celular mediada pela maturagdo de caspases pro-inflamatdrias, culminando no aumento
da produgdo de citocinas pro-inflamatorias (Singhal et al., 2014). No SNC, as respostas
inflamatorias frente a determinados insultos sdo desempenhadas principalmente pela microglia e
estdo associadas a polarizagdo microglial em dire¢do ao fenétipo M1 (pro-inflamatorio classico)
ou M2 (anti-inflamatdrio; Serdar et al., 2019). Os inflamassomas estdo envolvidos em diferentes
mecanismos de resposta a condi¢des patologicas do SNC, sendo a resposta inflamatoéria inicial da
microglia associada a ativacdo do inflamassoma NLRP3 (do inglés nod-like receptor protein 3),
acarretando a produ¢do de citocinas inflamatérias (Qiu et al., 2016). Os inflamassomas NLRP3
necessitam da molécula adaptadora ASC (do inglés apoptosis-associated speck-like protein
containing a CARD domain), a qual possui um dominio CARD (caspase activation and
recruitment domains) que se liga a caspase-1, ativando-a (de Zoete et al., 2014).

Sabe-se que, ap6s a HI neonatal, a expressao do NLRP3 se eleva na microglia entre 24h e

72h (Ystgaard et al., 2015), intensificando a produgdo de citocinas pro-inflamatorias. A
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deficiéncia de NLRP3, avaliada pelo uso de camundongos KO para o NLRP3, melhora os
desfechos em modelos de isquemia em animais adultos (Yang et al., 2014). Adicionalmente, a
ativacao do receptor GPR81 pelo lactato parece bloquear a produ¢do do NLRP3 em modelo de
pancreatite (Hoque et al., 2014), mas esse papel nunca foi testado no SNC. Além do NLRP3, o
aumento na expressao do MCT1 também ja foi evidenciado na microglia apds a isquemia cerebral
em ratos adultos (Moreira et al., 2009), sugerindo um papel importante do transporte de lactato na
ativacao do fendtipo microglial M1 (Moreira et al., 2009). Aparentemente, tanto o silenciamento
do MCT1 (Moreira et al., 2009) quanto a administragdo de lactato (reduzindo a funcao
transportadora do MCT1) suprimem a expressdo de marcadores inflamatdrios como iNOS (6xido
nitrico sintase induzida), IL-1p e IL-6 (Kong et al., 2019). Esse mecanismo provavelmente ocorre
pela manutencdo do lactato no compartimento intracelular, como “produto final” da via glicolitica
e, portanto, reduzindo a atividade glicolitica microglial necessaria para a ativagao do fenotipo pro-
inflamatorio M1. No modelo de hipoxia-isquemia, além da neuroinflamagdo, a morte neuronal
por falha energética ¢ bastante evidente (Vannucci & Hagberg, 2004). Como o lactato ¢ o
substrato energético preferencial de neuronios (Schurr et al., 1997), poderia ser utilizado na
prevencao da falha energética em um ambiente de privacdo de glicose e oxigénio (Jourdain et al.,
2016). Assim, a via do inflamassoma pode ter um papel-chave na neuroprote¢do conferida pela

ativagdo do GPR81, e estudos visando a desvendar esse mecanismo tornam-se necessarios.
10 GPR8I1 e angiogénese

Como descrito anteriormente (ver topico 8), a ativagdo do GPR81 parece estimular a
angiogénese no SNC. Além disso, o fato de o lactato ter um papel na regulacdo do fluxo
sanguineo cerebral (Gordon et al., 2008) foi a descoberta que despertou a hipotese de o mesmo
funcionar como um sinalizador celular. Assim, ¢ possivel que o lactato module as respostas
angiogénicas no SNC (Zhou et al., 2018) através da sinalizagao via GPR81 (Morland et al., 2017).
J& foi demonstrado que a administragdo sist€émica de L-lactato ¢ capaz de promover a angiogénese
cerebral de forma semelhante aquela observada em um modelo de exercicio fisico (Morland et al.,
2017). Este efeito foi atribuido a ativagdo do receptor GPR81, pois o efeito cessou quando
animais KO (GPR81") para o gene deste receptor receberam a administracdo de L-lactato.
Adicionalmente, em fatias hipocampais ex vivo, a ativacdo do GPR81 pelo agonista DHBA
estimulou a expressdo e secrecdo do VEGFA (fator de crescimento do endotélio vascular A),
conhecido por estimular a angiogénese (Ferrara, 2000) a neurogénese ¢ a melhora da funcdo
sinaptica (de Rossi et al., 2016; Zhou et al., 2018). Essa observacdo confirmou que a agdo do L-

lactato na modulagdo da angiogénese ocorre via receptor. Cabe ressaltar que o lactato, em modelo
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de hemorragia cerebral, se acumulou no foco da lesdo e facilitou a translocagdo do NF-kB,
potencializando a angiogénese e a neurogénese nesse local (Zhou et al., 2018).

O GPR8I1 ainda demonstrou ter um papel importante na supressdo da inflamagao
endotelial e no estresse oxidativo induzido pelo estresse de cisalhamento oscilatério, um fator de
risco para a aterosclerose (Sun et al., 2019). Tanto a inflama¢do como o estresse oxidativo sdo
dois processos importantes na fisiopatologia da isquemia cerebral, de forma que os mecanismos

envolvidos na prote¢do conferida pela ativagdo do GPR81 podem ser importantes nesse contexto.

11 L-lactato como agente neuroprotetor na isquemia cerebral: acio metabolica, sinalizadora

ou dupla funcio?

Concentragdes séricas elevadas de lactato costumam ser consideradas como um indicativo
de mau progndstico clinico, sendo um marcador de condigdes hipdxicas ou que envolvam a
reducdo de substratos energéticos, como durante a isquemia ou em lesdes traumaticas cerebrais
(Cohen & Simpson, 1975).

Entretanto, com a elucida¢do dos mecanismos metabdlicos e sinalizadores nos quais o
lactato estd envolvido, surgiu a hipdtese de esta molécula ndo ser um residuo deletério, mas
funcione como uma tentativa do proprio encéfalo de se ‘“auto-curar”. Estudos in vitro com
culturas de astrocitos ja demonstraram que o lactato ndo prejudica as células em pH normal,
mesmo com a exposi¢ao por 6h a 20 mmol/L de lactato (Nedergaard & Goldman, 1993). O papel
citotdxico atribuido ao lactato provavelmente se deve a acidose promovida pelo seu cotransporte
com proétons (H'), e ndo a molécula de lactato em si - € até mesmo esse efeito ja foi desafiado pela
demonstragdo de que a acidose moderada protege contra a excitotoxicidade glutamatérgica em
culturas celulares (Andreeva et al., 1992; Kaku et al., 1993). Seria possivel, entdo, que, ao invés
de causar danos as células, o lactato funcionasse como um neuroprotetor nessas situagdes de lesao
neural?

Esse efeito neuroprotetor do lactato realmente ja foi demonstrado em diversos tipos de
lesdo encefilica, especialmente naquelas em que a fisiopatologia envolve eventos hipoxicos. Em
modelo animal de lesdes por traumatismo cranioencefalico (TBI, do inglés traumatic brain
injury), se verificou um efeito protetor do lactato em relacdao ao déficit cognitivo e a regeneracao
de ATP (Rice et al., 2002; Holloway et al., 2007), bem como a redu¢do do edema celular e a
melhora da oxigenacdo do encéfalo (Duhaut et al., 2021). Em modelo de hemorragia intracraniana
(ICH, do inglés intracranial hemorrhage), o lactato auxilia na prote¢do contra a morte por
apoptose e estimula a regeneragdo, aumentando a angiogénese e a neurogénese (Zhou et al.,
2018). Efeitos protetores do lactato associados a TBI e a ICH agudas também j& foram

observados na clinica (Gallagher et al., 2009; Ichai et al., 2009, 2013; Cureton et al., 2010; Bouzat
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et al., 2014; Carteron et al., 2018) e sugerem que o lactato possa ser utilizado no tratamento
dessas condigoes.

Em modelos de isquemia cerebral, cuja fisiopatologia se assemelha bastante as duas
condi¢des anteriormente citadas, diversos efeitos neuroprotetores do L-lactato vém sendo bastante
estudados. Em contexto isquémico, o lactato se mostra especialmente promissor, mas estudos
atuais se restringem a modelos experimentais. E importante citar que o lactato administrado
perifericamente pds-isquemia chega ao SNC rapidamente e ¢ metabolizado (Hyacinthe et al.,
2020; Tassinari et al., 2020; Roumes et al., 2021). H& décadas, ja se demonstrou in vitro que, apds
a fase de reoxigenacao, ¢ o lactato, e ndo a glicose, que auxilia na recuperacao da fungdo sindptica
(Schurr et al., 1997); isso se soma ao seu papel como substrato metabdlico para o tecido
encefalico com baixa (ou nenhuma) perfusdo sanguinea, citado anteriormente (ver item 3.2), o
que ¢ reforcado, por exemplo, pela observagdo do aumento na expressdo dos MCTs reduziu o
volume de lesdo em modelo de acidente vascular encefilico (AVE; Wang et al., 2011). Em
relag@o a neuroprote¢do propriamente dita, a administracdo de lactato reduziu a lesdo encefélica e
melhorou os desfechos comportamentais e funcionais em modelo animal de oclusdo transitéria da
artéria cerebral média (tMCAO, do inglés, transient middle cerebral artery occlusion, (Berthet et
al., 2009, 2012; Horn & Klein, 2013; Castillo et al., 2015; Buscemi et al., 2020). Também se
verificou que a administragdo de lactato causou reducdo da morte celular em modelos ex vivo de
privagdo de oxigénio e glicose (OGD, do inglés, oxygen-glucose deprivation) em fatias
hipocampais (Schurr et al., 1999; Berthet et al., 2009; Castillo et al., 2015). Em modelos animais
de hipoxia-isquemia neonatal, estudos recentes mostraram um promissor efeito do lactato na
redu¢do da lesdo encefélica, acompanhado de melhora em pardmetros comportamentais (Tassinari
et al., 2020; Roumes et al., 2021).

Em experimentos in vivo em modelo de dano neural excitotoxico induzido pela infusdo de
glutamato, a inje¢cdo concomitante de L-lactato reduziu a lesdo e atenuou a deplecdo de glicose
(Ros et al., 2001). O papel neuroprotetor do L-lactato nessas condi¢des era, desde entdo, atribuido
a sua capacidade de atender as demandas energéticas neuronais associadas as elevadas
concentragdes de glutamato, uma vez que nessas condigdes a captacdo de glicose ¢ inibida.
Porém, se demonstrou in vitro que a neuroprote¢do envolve outros mecanismos ¢ o ATP
produzido a partir da utilizagdo do lactato, em contextos excitotdxicos, atua como um sinalizador
autdcrino/paracrino que ativa os receptores purinérgicos P2Y do proprio neurdnio ou dos
neurdnios adjacentes; esses receptores, por sua vez, ativam a via da PI3K, que causa a
hiperpolariza¢do da célula e consequente reducdo da excitabilidade (Jourdain et al., 2016). A
neuroprote¢do se mostrou concentragdo-dependente, uma vez que, em contextos fisioldgicos, o

lactato potencializa a neurotransmissdo glutamatérgica, atuando como inibidor apenas em
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situagdes excitotoxicas, através da modulacdo dos receptores de glutamato do tipo NMDA (N-
metil-D-aspartato; Jourdain et al., 2018).

Todas essas observagdes explicitam a importancia da ANLS no contexto excitotoxico,
uma vez que os astrocitos sdo os principais produtores de lactato no encéfalo (Pellerin &
Magistretti, 1994). No contexto das sinapses glutamatérgicas, em que a recaptacdo de glutamato
induz a ativagdo da glicolise e a liberacdo de lactato para os neurdnios (Pellerin & Magistretti,
1994), o glutamato liberado em excesso poderia aumentar a producdo de lactato pelos astrocitos e,
possivelmente, ativar esse sistema de sinalizacdo neuroprotetora nos neurdnios. Ja que a
excitotoxicidade ¢ um componente importante na fisiopatologia da lesdo encefalica na maioria
das patologias do SNC, especialmente lesdes traumadticas, hemorragia intracraniana e isquemia
cerebral (para revisdo, ver Arundine & Tymianski, 2004), esses resultados sdo sugestivos de um
possivel mecanismo associado a neuroprote¢ao do lactato observadas nesses modelos.

Embora os efeitos neuroprotetores do lactato sejam atribuidos exclusivamente ao seu
papel como substrato metabolico, a maioria dos estudos descritos até aqui ndo caracterizou o
mecanismo de a¢cdo envolvido; assim, a descoberta do receptor GPR81 e da sua presenca no SNC
levanta uma questdo importante: o papel neuroprotetor do lactato na isquemia cerebral e em
patologias afins poderia estar associado a uma ag¢ao sinalizadora, via receptor GPR81?

O papel neuroprotetor do lactato na reducdo da morte celular pds-isquemia observado in
vivo (modelo tMCAO) e in vitro (modelo de OGD) foi atribuido tanto a ativacdo do receptor
quanto ao seu papel como substrato metabdlico, de maneira complementar (Castillo et al., 2015).
Nesse estudo, verificou-se que a administracdo de D-lactato conferiu uma prote¢do semelhante
aquela observada em resposta ao L-lactato. O D-lactato foi utilizado porque, teoricamente, ¢ um
agonista do receptor que ndo seria metabolizado (Tekkok et al., 2005; Rinholm et al., 2011).
Entretanto, essa afirmacdo ¢ questionada (Flick & Konieczny, 2002) e o proprio estudo mostrou
uma oxidagdo parcial do estereoisomero D-lactato (Castillo et al., 2015). Outros substratos
metabolicos transportados pelos MCTs, como o piruvato e o acetato, ndo conferiram protecdo, ou
conferiram apenas prote¢do parcial. Sugere-se, assim, um possivel papel dual do lactato como
neuroprotetor: atuando como substrato energético de neurdnios em contexto de privacdo de
glicose, mas também agindo por sinaliza¢do via GPR81. Além disso, a expressdo do receptor esta
aumentada no hemisfério cerebral isquémico, e esse aumento ¢ potencializado pela administracao
de lactato; assim, ¢ possivel que exista um mecanismo de regulacdo da expressdo do GPR81 em
resposta as concentragdes de lactato no SNC (Castillo et al., 2015).

Condizentes com a ideia da possivel acdo dupla do lactato, outros estudos trouxeram
evidéncias do envolvimento da ativagdo do GPR81 na neuroprotecdo conferida pelo lactato em

diversas condigdes: parece melhorar a consolidacdo da memoria (Scavuzzo et al., 2020) e
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aumentar a neurogénese na zona ventricular-subventricular (Lambertus et al., 2021) em resposta
ao lactato administrado ou produzido durante o exercicio fisico; esse efeito pode estar relacionado
a liberacdo de fatores de crescimento no CSF pelos fibroblastos e células ependimais do plexo
coroide em resposta a altas concentragdes de lactato (Hadzic et al., 2020). A neurogénese nessa
regido parece ter papel protetor na formagdo de memorias, evitando o declinio cognitivo
(Eichenbaum & Robitsek, 2009).

Um trabalho em preprint mostrou in vivo um efeito bastante pronunciado em modelo de
hipoxia-isquemia neonatal, que sugere que o GPR81 ¢ um regulador transcricional chave das vias
relacionadas a neurogénese e a regeneracdo pos evento hipdxico-isquémico. Se observou pouca
diferenga na lesdo encefalica a curto prazo entre os animais KO para o GPR81 e os selvagens
(WT, do inglés wild-type); a longo prazo, porém, houve uma perda de tecido significativamente
maior nos animais KO em todas as regides analisadas, o que sugere o papel essencial do receptor
nos processos de reparo tecidual. Isso foi confirmado pela demonstracio da reducdo da
proliferacdo e renovacdo de células progenitoras neurais; se observou, ainda, que o receptor
GPR&8I1 induz a diferenciacdo dessas células em neurdnios, em detrimento da diferenciacdo em
astrocitos, além de estimular a proliferagdo e ativacdo da microglia (importante nos momentos
iniciais da lesdo para facilitar os processos de reparo subsequentes). Por fim, uma analise
transcriptomica mostrou uma resposta transcricional bastante evidente no hemisfério ipsilateral
dos animais WT, associada a regulacdo do ciclo celular e a resposta imune, o que ndo ocorreu nos
animais KO (Kennedy et al., 2020)

A estimulacdo do receptor por dois de seus agonistas especificos, DHBA e CHBA, apo6s
tMCAOQO, porém, ndo demonstrou efeitos significativos na redug¢do do volume de lesdo ou na
melhora em parametros comportamentais. Os autores sugerem que isso possa ter ocorrido devido
a interferéncia do lactato enddgeno produzido em altas quantidades nessa condi¢do, podendo ter
ocorrido saturagdo dos receptores ou, ainda, uma redu¢do da resposta causada por
dessensibilizacdo ap6s hiperexcitacdo, de forma que o estudo nido pode descartar nem o papel
metabodlico nem o papel sinalizador do lactato (Buscemi et al., 2021).

Outro estudo demonstrou resultados contrastantes com os demais, sugerindo que a
ativagdo do GPR&1 pelo L-lactato contribui para a morte neuronal pés-isquemia. Além disso, a
inibicdo do receptor pelo antagonista 3-OBA protegeu contra essa lesdo, reduzindo a morte
celular por apoptose (Shen et al., 2015).

Mais recentemente, foi demonstrado in vitro que a via de sinalizagdo ativada pelo GPRS81
também esta associada a neuroprotecdo em contextos excitotoxicos: em astrocitos, o lactato
promoveu o aumento da expressdo de Arc/arg3.1, associado a regulagdo da plasticidade sinéptica,

de forma MAPK-dependente. Esse efeito, porém, se demonstrou nao ser dependente da ativacao
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da proteina Gj, mas sim mediado por uma via associada a B-arrestina, ndo descrita até entdo para
esse receptor (Ma et al., 2020). Esse efeito parece induzir a internalizacdo dos receptores
glutamatérgicos astrociticos, reduzindo o dano excitotoxico nessas células. Porém, o papel do
lactato na prote¢do contra a excitotoxicidade, mediado pelo receptor GPR81, ainda precisa ser
avaliado em neurdnios.

Outro efeito do GPR81 ainda pouco estudado no encéfalo, porém bastante importante na
periferia, ¢ sua a¢do anti-inflamatoria, que poderia contribuir imensamente na atenuagdo dos
desfechos negativos de varias condigdes, uma vez que a maioria das doencas do SNC tem uma
importante base inflamatéria. Uma regido onde ha uma alta expressdo do receptor GPRS81
(Lauritzen et al., 2014), mas na qual sua func¢do ainda ¢ pouco conhecida, ¢ a BHE. Altas
concentragdes de lactato na unidade neurovascular da BHE estdo associadas a neuroinflamagao e
disfuncdo da barreira (Mariga et al., 2014). Em modelo in vitro, foi demonstrado que a ativacao
do receptor estimula a biogénese mitocondrial e a angiogénese, controlando também a
permeabilidade da camada de células endoteliais (Khilazheva et al., 2017). Por outro lado, o
mesmo grupo observou que o dano a BHE reduziu a expressao de GPR81 e de MCT1 nas células
endoteliais da microvasculatura encefalica. Essa redugdo, portanto, pode impedir o efeito positivo
do L-lactato na dindmica mitocondrial, prejudicando o metabolismo do endotélio e suprimindo a
angiogénese (Boitsova et al., 2018).

Em conjunto, esses resultados demonstram a necessidade de avaliar de forma mais
aprofundada os mecanismos associados a neuroprotecdo conferida pelo lactato. A Figura 5
resume o0s possiveis mecanismos neuroprotetores ativados pelo receptor GPR81 no SNC.
Portanto, além dos efeitos metabdlicos do lactato, ¢ de extrema importancia a compreensdo das
vias ativadas pelo receptor GPR81, uma vez que os processos aparentemente regulados pelo
receptor estdo envolvidos em diversas patologias. A Figura 6 sumariza as principais descobertas

relativas ao receptor.
12 Conclusdes e perspectivas

Os dados revisados no presente trabalho permitem concluir que o receptor de lactato
GPR&81 pode ser considerado como um potencial alvo-terapéutico no tratamento de diversas
doengas que acometem o SNC, parecendo ser especialmente promissor em casos de isquemia
encefalica.

Na isquemia cerebral, a redugdo do fluxo sanguineo e a consequente reducao do aporte de
oxigénio e glicose fazem do uso de substratos energéticos alternativos, como o lactato, uma
estratégia terapéutica bastante interessante para a reducdo da lesdo aguda - especialmente no caso

da hipoxia-isquemia neonatal, pois em etapas iniciais do neurodesenvolvimento os substratos
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preferenciais dos neurdnios sdo o lactato e os corpos cetdnicos, € ndo a glicose. Adicionalmente, a
fisiopatologia da lesdo isquémica envolve, além da reducdo do fluxo sanguineo cerebral, a
excitotoxicidade, a modulagdo das vias de morte e sobrevivéncia celular e os processos
inflamatorios e de reparo tecidual. Todos esses processos parecem ser modulados, pelo menos
parcialmente, pelo receptor GPR81 — mas muitos destes ainda ndo foram estudados no SNC.

Dessa forma, torna-se evidente a necessidade de mais estudos sobre o0 GPR81 ¢ as vias de
sinalizagdo ativadas pela ligacdo do lactato ao receptor. Para tanto, o conhecimento da sua
estrutura, bem como o desenvolvimento ou a descoberta de agonistas especificos torna-se
primordial. Para além do papel neuroprotetor, o GPR81 parece ser importante em diversos
processos fisiologicos envolvidos na manutengdo da homeostase e no processamento de
informagdes, modulando a atividade sindptica, o metabolismo encefélico, a neurogénese e o fluxo
sanguineo cerebral.

Trabalhos recentes tém elucidado o papel sinérgico das duas formas de a¢do do lactato na
neuroprote¢do: como substrato metabodlico e sinalizador celular. Mais estudos sdo necessarios no
intuito de compreender de forma mais profunda os mecanismos envolvidos em cada uma dessas
acdes. Isso poderia permitir uma maior seguranca para a utilizagdo do GPR81 como alvo-
terapéutico para o tratamento da isquemia cerebral e condi¢des associadas, as quais atingem
milhares de pessoas anualmente, sendo uma causa importante de morte e de morbidade em todas

as idades.
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Legendas das Figuras

Figura 1: Eventos envolvidos na fisiopatologia da isquemia e reperfusdo no sistema nervoso
central. Durante a isquemia, ha menor chegada de sangue ao encéfalo, reduzindo o aporte de
glicose e oxigénio, o que compromete a producdo de ATP e a manutengdo do gradiente
eletroquimico das células do SNC. Na reperfusdo, ocorre a retomada da chegada de sangue,
levando a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Concomitantemente, esses dois
processos (isquemia seguida de reperfusdo) promovem uma condicdo inflamatéria, capaz de
estender a morte celular e promover a progressdo da lesdo encefilica.

ATP: adenosina trifosfato; Na'/K™~ ATPase: bomba de sodio e potassio; Ca’: ion calcio; SNC:

sistema nervoso central. Autoria propria, baseado em White et al, 2000.

Figura 2: Mecanismo de cooperagdo no transporte de lactato entre astrocitos, com maior
capacidade redutora e presenca da enzima LDHS5, e neur6nios, células oxidativas com a LDHI.
Os astrocitos captam a glicose da corrente sanguinea através dos transportadores GLUT1, uma
vez que circundam os vasos do parénquima cerebral. A glicose captada entra na via glicolitica, na
qual é oxidada a piruvato, que ¢ convertido a lactato pela LDH5 com a oxidacdo de um NADH
em NAD'. O lactato, entdo, sai da célula pelos transportadores MCT4, sendo captado pelos
neurdnios através do MCT2, de alta afinidade. A isoforma LDH1, presente nos neurdnios, utiliza
da reducdo de um NADH para reoxidar o lactato em piruvato, o qual pode ser utilizado no TCA
para a produ¢do de ATP mitocondrial. Assim, os astrdcitos garantem o fornecimento de substrato
energético aos neurdnios.

GLUTI: proteina transportadora de glicose 1; LDH: enzima lactato desidrogenase; MCT:
transportador de monocarboxilatos; NADH: nicotinamida adenina dinucleotideo, forma reduzida;
NAD': nicotinamida adenina dinucleotideo, forma oxidada; ATP: trifosfato de adenosina; TCA:

ciclo do écido tricarboxilico. Autoria propria, baseado em Magistretti & Allaman, 2018.

Figura 3: Representacdo do desvio lactato-glicose ou lancgadeira de lactato entre astrocitos e
neurdnios (ANLS, do inglés astrocyte-neuron lactate shuttle). Sdo mostrados os sitios de
producdo e liberacdo de lactato no meio extracelular. Esse lactato extracelular pode ativar o
receptor GPR81 no SNC. O glutamato liberado pelos neuronios na fenda sindptica ¢ captado pelos
astrocitos através dos transportadores EAAT. O astrocito converte o glutamato em glutamina,
evitando a excitotoxicidade do meio extracelular. Esse glutamato induz um metabolismo
preferencialmente glicolitico nos astrocitos. A glicose captada da circulagdo pelo astrocito &,
entdo, convertida a lactato pela LDHS e exportada ao meio extracelular pelo MCT4. O lactato,
uma vez fora da célula, pode ser captado pelo neurdnio para ser convertido novamente a piruvato

e utilizado no TCA para a geracdo de ATP, ou ativar os receptores GPR81 presentes nas
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membranas dos neurdnios (e, em menor quantidade, dos astrocitos), especialmente na membrana
pos-sinaptica, ativando vias de sinalizagdo celular.

GLUTI: proteina transportadora de glicose 1; EAAT: transportador de aminoacidos excitatorios;
MCT: transportador de monocarboxilato; LDH: enzima lactato desidrogenase; GluR: receptor de
glutamato; GPRS81: receptor acoplado a proteina G81; SNC: sistema nervoso central; ATP:
trifosfato de adenosina; TCA: ciclo do 4cido tricarboxilico. Autoria propria, baseado em Pellerin

& Magistretti, 1994.

Figura 4: Ativagdo do receptor GPRS81 e participagdo da proteina Gj, inibindo a atividade da
enzima AC. A estimulagdo do receptor por seu ligante causa uma mudanga conformacional no
receptor. Isso, por sua vez, ativa a proteina G associada, causando o desacoplamento da
subunidade G alfa (G,) do dimero beta-gama (Gg,). Na subunidade G, ha um sitio ligante de
nucleotideo que, na forma inativada, estd ligado a uma molécula de GDP. Apds a ativagdo, uma
molécula de GTP, bastante concentrada no citoplasma, ocupa o sitio e a subunidade G, atua sobre
efetores - nesse caso, a subunidade ¢ inibitoria (Gi,) e atua reduzindo a atividade da AC,
culminando na redu¢do da concentracdo de AMPc intracelular.

GPRS81: receptor acoplado a proteina G 81; AC: adenilato ciclase; AMPc: monofosfato ciclico de
adenosina; GDP: guanosina difosfato; GTP: guanosina trifosfato; G,: subunidade a da proteina G;
Gg,: dimero By da proteina G; SNC: sistema nervoso central. Autoria propria, baseado em Ahmed

etal,2011.

Figura 5: Resumo das vias de sinaliza¢do nas quais a modulacao pelo GPRS81 ja foi demonstrada
no sistema nervoso central (SNC) ou na periferia. Vias ainda ndo estudadas no SNC estdo
marcadas com “?”. Essas vias poderiam estar associadas a mecanismos de neuroprotecao.

GPRS81: receptor acoplado a proteina G 81; AC: adenilato ciclase; AMPc: monofosfato ciclico de
adenosina; GTP: guanosina trifosfato; G,: subunidade a da proteina G; Gg,: dimero By da proteina
G; PKC: proteina cinase C; PI3K: fosfatidilinositol-3-cinase; NLRP3: proteina que contém
dominio NOD- like; ERK1/2: cinase regulada por sinal extracelular 1/2; CREB: proteina de
ligacdo ao elemento de resposta a0 AMPc; AB: beta amiloide; SNC: sistema nervoso central.

Autoria propria, baseado em Hu et al., 2020.

Figura 6: Linha do tempo sumarizando as descobertas mais relevantes relativas ao receptor
GPRS81, desde a sua descoberta até a descricdo das cascatas de sinalizagdo ativadas e de seu
papel (a) na periferia e (b) no SNC.

SNC: sistema nervoso central. Autoria propria.
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6

PERSPECTIVA HISTORICA DO GPR81
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