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ABSTRACT

Considering the high incidence of neurodegenerative disorders in several countries,
including Brazil, research aiming to develop therapeutic approaches that effectively
alter the course of such diseases are highly relevant. Aktl is a protein kinase involved in
neuronal survival processes, having an important role in neurodegenerative diseases. It
has been demonstrated that Aktl can be activated by the metabotropic glutamate
receptor 5 (MGIuR5). However, mGIuR5 activation can also promote the release of
intracellular Ca*, exacerbating the process of excitotoxicity, which occurs in various
neurodegenerative disorders. Based on these data, we have selected four positive
allosteric modulators (PAMs) for mGIluR5: CPPHA, DFB, CDPPB, VU1545, and tested
whether these PAMs were able to activate Aktl, but without increasing the release of
cytosolic Ca?*. Our results demonstrate that stimulation of striatal neurons with DFB,
CDPPB, and VU1545 led to increased phosphorylation of Aktl, as compared to control
group. Furthermore, these drugs did not cause an increase in intracellular Ca?* release.
Importantly, the phosphorylation of Aktl by MAPs was as robust as that promoted by
the mGIuR5 agonist, DHPG. On the other hand, CPPHA failed to activate Aktl, but
increased Ca”" release. These results demonstrate that DFB, CDPPB, and VVU1545 have
the potential to protect against neuronal death, as they are able to activate protective
pathways (Aktl) without activating processes that could lead to increased neuronal cell
death (Ca®").

Keywords: mGIuR5, Aktl, PAMs, Neurodegenerative diseases



RESUMO

Considerando que existe uma alta incidéncia de doencas neurodegenerativas em
diversos paises do mundo, incluindo o Brasil, pesquisas sdo necessérias para 0
desenvolvimento de abordagens terapéuticas que alterem eficientemente o curso de tais
doencas. A Aktl é uma proteina quinase que esta envolvida em processos de
sobrevivéncia neuronal e apresenta funcdo importante em doencas neurodegenerativas.
Estudos demonstram que Aktl pode ser ativada por receptores glutamatérgicos do
subtipo 5 (MGIuR5), que sdo metabotrépicos. Porém, essa ativacdo do mGIuR5 pode
promover a liberacdo de Ca®* de estoques intracelulares, o que poderia exacerbar 0s
processos de excitotoxicidade que ocorrem em varias dessas doencas
neurodegenerativas. Baseado nesses dados investigamos se quatro moduladores
alostéricos positivos (MAPs) para 0 mGIuR5 poderiam ativar a Aktl, sem porém
aumentar a liberacdo de Ca®* citosélico. Sdo eles o CPPHA, o DFB, o CDPPB e
VU1545. Nossos resultados demonstraram que a estimulacdo de neurdnios estriatais em
cultura primaria com DFB, CDPPB e VU1545 levou ao aumento da fosforilacdo da
Aktl. Além disso, tais drogas ndo promoveram aumento da liberacdo de Ca?*
intracelular. E importante notar que a fosforilagdo da Aktl pelos MAPs foi tdo robusta
quanto a promovida pelo agonista do mGIuR5, o DHPG. Por outro lado, 0 CPPHA,
além de ndo promover a ativacdo da Aktl, promoveu liberacdo de Ca** intracelular.
Esses resultados sugerem que DFB, CDPPB e VU1545 possuem potencial para evitar a
morte neuronal, uma vez que sdo capazes de ativar vias protetoras (Aktl) sem ativar
vias que poderiam levar a um aumento da morte neuronal via liberacio de Ca*

intracelular.

UNITERMOS: mGIuR5, Aktl, MAPs, Doencas neurodegenerativas
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INTRODUCAO

Pacientes acometidos por doengas neurodegenerativas tém sua qualidade de vida
reduzida. As principais manifestacbes podem incluir alteracbes da memdria, cognicéo,
fala, personalidade e dos movimentos especializados (Price, 1999). Dentre as principais
doengas que acometem o Sistema Nervoso Central (SNC) podemos destacar: a
Epilepsia, a Doenca de Alzheimer (DA), a Doenga de Parkinson (DP), a Esclerose
Multipla (EM) e a Doenca de Huntington (DH) (Ribeiro et al., 2010).

Existe uma alta incidéncia de doencas neurodegenerativas em diversos paises do
mundo, incluindo o Brasil, e 0 envelhecimento é um fator causal preponderante para o
desenvolvimento de tais doencas (Lima, 2006). Uma vez que a populagdo mundial
apresenta um namero cada vez maior de idosos, a tendéncia é que o nimero de pessoas
acometidas por doencas neurodegenerativas seja cada vez maior (Choi, 1998; Lo et al.,
1998; Dewar et al., 1999; Stys, 2005). Desse modo, pesquisas sobre 0s mecanismos
subjacentes a essas doencas sdo de extrema importancia para o desenvolvimento de

novas abordagens terapéuticas (Price, 1999).

1.1 Excitotoxicidade

A degeneracdo neuronal é considerada como um grupo de eventos destrutivos
que ocasionam a morte de células nervosas (Tator e Fehlings, 1991; Yamaura et al.,
2002; LIMA, 2006). Em doengas neurodegenerativas do SNC uma lesédo pode se
alastrar e induzir a morte dos neurbnios circunvizinhos, aumentando de forma
significativa o déficit funcional (Tator e Fehlings, 1991).

A excitotoxicidade ¢ tida como a habilidade de amino&cidos excitatorios, como
por exemplo, o Glutamato (Glu), mediarem a morte dos neurénios do SNC. Quando o0s
niveis de glutamato atingem valores elevados, a neurotoxicidade leva a desintegracédo
neuronal mediada pelo influxo excessivo de Ca®" intracelular (Olney, 1990; Tator e
Fehlings, 1991). Sabe-se que Calcio exerce fungdo importante por controlar uma grande
variedade de funcgdes celulares fisiologicas, tais como a transcri¢do e a divisao celular.
Entretanto, o influxo excessivo de Ca®" pode levar a processos de morte por
excitotoxicidade (Berridge et al., 2003; Clapham, 2007).
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Durante o processo de excitoxicidade (FIG.1) pode ocorrer aumento dos
niveis citoplasmaticos de Ca?*, Na*, CI", bem como de 4gua, Inositol trifosfato (IPs) e
diacilglicerol (DAG). Niveis elevados de Ca®* citoplasmético desencadeiam Vvarios
processos que podem resultar na degradacédo de proteinas neuronais estruturais (Tator e
Fehlings, 1991 apud Lima, 2006).
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FIGURA 1: Excitotocicidade celular. O diagrama representa o glutamato interagindo com receptores
NMDA e AMPA — essa ativagdo determina a despolarizacdo celular com entrada de Ca®*. A
despolarizacdo causa abertura dos canais de Ca®* dependentes de voltagem (CCVD) liberando glutamato.
Os receptores metabotrépicos promovem aumento do Ca®* citosélico via reticulo endoplasmatico. O
influxo de Na* contribui para o influxo de Ca”* ao estimular a bomba Na*/Ca®*. A despolarizacéo, por sua
vez, inibe ou reverte a captacdo de glutamato, elevando a sua concentracdo extracelular. Mecanismos que
normalmente operam para neutralizar a elevacio do Ca* intracelular: bomba de efluxo de Ca?* e bomba
de Na*. Mitocondrias e reticulos endoplasméticos controlam os niveis de Ca?*. Contudo, a sobrecarga das
reservas mitocondriais compromete a sintese de ATP e, conseqiientemente, a energia cessa 0
funcionamento das bombas e gera altas concentracdes de Ca** a partir do reticulo endoplasmatico. O
aumento do Ca?* citosélico favorece os processos de formagdo dos radicais livres, ativacdo da lipases e
proteases, ativacdo do NOS (6xido nitrico sintetase), ROS (espécies reativas de oxigénio) e aumento da
liberacdo do acido araquiddnico

(Adaptado de: http://www.sistemanervoso.com/pagina.php?secao=6&materia_id=78&materiaver=1).
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A ativacao de processos que culminem em excitotoxicidade pode ocorrer, por
exemplo, devido a um esgotamento energético celular. Quando os estoques de energia
se esgotam o potencial de membrana é reduzido e os neurénios sofrem despolarizacdo
(Dirnagl et al., 1999). Consequentemente, os canais para Ca>* dependentes de voltagem
sdo ativados, com liberacdo de neurotransmissores, dentre ele o0s aminoacidos
excitatdrios, particularmente o glutamato, devido a sua alta concentragdo citosélica. Ao
mesmo tempo, 0s processos dependentes de energia, como a recaptacao pré-sinaptica de
neurotransmissores sdo bloqueados aumentando o acumulo de aminoacidos excitatorios
no espaco extracelular (Dirnagl et al., 1999).

A ativacdo de receptores glutamatérgicos leva ao aumento do Ca”" intracelular
pela abertura direta de canais de célcio (receptores glutamatérgicos ionotropicos) e pela
ativacdo dos receptores acoplados a proteina G (receptores glutamatérgicos
metabotrépicos). A elevacdo de Ca?* intracelular inicia uma série de eventos
citoplasmaticos e nucleares e causa danos ao tecido através da ativacdo de enzimas
proteoliticas, endonucleases, lipases levando a celula a morte (Mitani et al., 1998).
Além disso, pode ocorrer producdo de radicais livres e esgotamento dos estoques de
antioxidantes, com consequente aumento do dano por peroxidacdo lipidica (ladecola,
1997).

1.2 Glutamato

O glutamato é o neurotransmissor excitatorio mais prevalente no SNC de
vertebrados (Meldrum, 2000; Olive, 2009). Os neurdnios glutamatérgicos possuem
papel importante na fisiologia do SNC, onde o glutamato interage com receptores
ionotropicos e metabotrépicos (FIG. 2) (Somogyi et al., 1998; Young, 2003; Li e Li,
2004)



21

mGluR4/8
Presynaptic
(glutamatergic) ( é

mGIuR1/5

@ A

o
oOo o

o o o
e o © e ° 5

I e L IS (0] o
mGIuR7 o o ¢ ®°

o o ©

NMDA AMPA Kainate

mGIuR5 ®

(0]
(@]
(@]
o
(@]
(]
o
:%Ei mGluRUS gy@
o
<D h

Gli
cell - Ca2+
mGluR2/3 \—'
o \ CAMP
o

mGIuR3

Postsynaptic

O Glutamate

FIGURA 2: A neurotransmissdo glutamatérgica. O glutamato é sintetizado e entdo transportado para
vesiculas no neurdnio pré-sinaptico. A partir de um estimulo excitatério, o glutamato é liberado das
vesiculas na fenda sinaptica, por um processo de exocitose, onde interage com receptores ionotrépicos de
N-metil D-aspartato (NMDA), Kainato (KA) e AMPA e com receptores metabotropicos (mGIuR1-8). A
seta indica que o mGIUR5 também pode interagir com NMDAR controlando o influxo de Ca®*. O
glutamato também pode ser sintetizado na glia, a partir da glutamina e retornar ao terminal pré-sinaptico
(Niswender e Conn, 2010).

Os receptores glutamatergicos ionotropicos sdo canais i6nicos sensiveis ao
ligante e sdo classificados em trés subtipos: o primeiro € o receptor de N-metil-D-
aspartato (NMDAR), que esta presente em praticamente todos os neurénios do SNC
(Olive, 2009). O receptor NMDA é altamente permeével ao Ca®*. O segundo tipo
compreende os receptores de Kainato (KAR), que sdo expressos em alta densidade no
hipocampo, cerebelo e medula. Esses receptores também sio permeaveis a Na*, K* e
Ca”* (Olive 2009).. E o terceiro tipo é o receptor Amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
propionato (AMPAR), que esta presente na maioria dos neurdnios. A maioria dos

AMPAR é permeével a Na* e K*, mas ndo a Ca®* (Niswender e Conn, 2010).
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Glutamato pode ativar tanto iGIuR, quanto receptores do tipo metabotrdpico
(mGIuR), que sdo receptores acoplados & proteina G (G protein coupled receptor,
GPCR) (FIG. 3) (Nakanishi, 1994; Pin e Duvoisin, 1995; Johnson et al., 2004; Zhang
et al., 2005). Esses receptores sdo formados por sete dominios transmembranares e
apresentam uma por¢do amino terminal extracelular e outra carboxi terminal intracelular
(MOURA, 2011).

i i
U 4

FIGURA 3: Receptor acoplado a proteina G. A figura mostra o receptor com sete dominios

transmembrana, o terminal amino no meio extracelular e o terminal carboxila no meio intracelular
(FONTE: Strayer, 2007).

Os mGIuRs séo classificados em trés grupos. O grupo | ativa proteinas Geg1,
sendo formado por receptores mGIuR1 e mGIuR5. O grupo |1, acoplado a proteinas Giy,
é composto pelos receptores mGIuR2 e mGIuR3, e o Grupo Ill, acoplado a proteinas
Gip, € composto pelos receptores mGIluR4, mGIluR6, mGIuR7 e mGIuR8 (Cleva e
Olive, 2011).

As proteinas G fazem parte de uma superfamilia de proteinas que hoje compreende mais
de 50 membros descritos (Moura, 2011). Elas sdo heterotrameros de alto peso molecular
e sdo formadas por trés cadeias polipeptidicas distintas, o, e y. Tais proteinas podem
se ligar a grupos guanilicos, guanosina difosfato (GDP) e guanosina trisfofato (GTP)
(revisado por Moura, 2011). A subunidade o dessas proteinas modula a formacéo de
segundos mensageiros, atraves da ativacdo de enzimas efetoras (FIG. 4), ja o complexo
By quando associado a subunidade o, mantém a proteina G em seu estado

heterotrimérico inativo (Conn e Pin, 1997).
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FIGURA 4: Mecanismo de ativacdo da proteina G. A figura mostra moléculas que interagem com o
GPCR. Desse modo, o transdutor, uma proteina G-composta de subinudades ofiy- é ativada. Isso estimula
um amplificador, que produz um segundo mensageiro. Uma cascata de reagdes enzimaticas altera o

comportamento cellular e gera fosforilagcdes (www.nobelprize.org.).

A interacdo do ligante com o GPCR promove mudancas conformacionais na
estrutura do receptor, promovendo a ativacdo da proteina G, sendo que uma

J4

caracteristica importante da subunidade a é sua atividade GTPasica intrinseca, que
dessa forma hidrolisa o y-fosfato do GTP e devolve a afinidade da subunidade a pelo
dimero Py, de forma a encerrar o ciclo de transdugdo e manter o trimero disponivel para
um novo estimulo (Revisado por Moura, 2011).

A proteina G esta envolvida na ativagéo da enzima fosfolipase C, e participa da
formacdo de segundos mensageiros (FIG. 5). Depois de ativada ela degrada o lipideo
fosfatidil inositol 4,5 bifosfato (PIP2) presente na membrana em duas outras moléculas:
IP; e DAG. Estes sdo o0s dois segundos mensageiros envolvidos nas respostas
fisiologicas, envolvendo o mGIuR5, mediadas pela proteina Gy. O IP;, dada sua
estrutura hidrossolavel, migra pelo citosol e se liga a receptores especificos de IP3 no
reticulo endoplasmatico, promovendo a liberacéo do ion Ca* no citosol e aumentando a
concentracdo desse ion. O DAG permanece associado a membrana plasmatica devido a
sua estrutura hidrofobica, tendo a funcdo de ativar a proteina cinase C (PKC), uma
enzima que promove a fosforilacdo de radicais em diversas proteinas intracelulares. A
transducdo de sinais, mediadas pela proteina Gq, apresenta importantes funcbes no
cérebro, como por exemplo, a regulacdo da sobrevivéncia neuronal (Revisado por
Moura, 2011).
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Plasmatica
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FIGURA 5: Mecanismo de ativa¢do dos mGluRs do grupo |I. Os receptores de membrana acoplados a
proteina G, quando ativados por ligantes, induzem a hidrolise de fosfatidil inositol 4,5 bifosfato (P1P2)
para formar diacilglicerol (DAG) e IP;, através da ativacdo da fosfolipase C (PLC). O IP; liga-se aos
IP;R, presentes na membrana do reticulo endoplasmético, induzindo & liberacdo de Ca? para o citosol
(Leite, 2001; Gomes, 2006)

1.3 Proteina Aktl

O estudo da familia de proteinas Akt iniciou-se quando dois genes, Akt 1 e 2,
foram identificados no oncogene viral Akt-v, responsavel por leucemia em
camundongos (Staal, 1987). Por possuir similaridades com as proteinas quinases A
(PKA) e C (PKC), a Akt é conhecida como proteina quinase B (PKB) e os membros da
sua familia sdo denominados PKBa (Aktl), PKBp (Akt2) e PKBy (Akt3) (Nicholson e
Anderson, 2002; Jiang et al., 2003).

Semelhante a muitas outras proteinas quinases, a Aktl contém uma estrutura de
dominio conservada incluindo um dominio PH (Pleckstrin Homology), um dominio
quinase central e um dominio carboxi-terminal regulador, que medeia a interacdo entre

moléculas de sinalizacdo (FIG. 6) (Jiang et al., 2003; Fresno Vara et al., 2004).
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FIGURAG: Estrutura da variante da proteina Aktl. A estrutura proteica da Aktl consiste de um
dominio PH amino-terminal, um dominio quinase e um dominio regulatério carboxi-terminal. Circulos
amarelos destacam os residuos passiveis de fosforilacdo contidos dentro dos dominios quinase (Thr 308)
e regulatorio (Ser 473) (Nicholson e Anderson, 2002).

1.3.1 A ativacao da fosfatidil-inositol 3 quinase (PI13K) e Aktl

A fosfatidil-inositol 3 quinase (PI3K) é uma enzima amplamente expressa, cuja
atividade primaria é a fosforilacdo de fosfatidilinositol (PI) na posicdo D3 do grupo
inositol. A PI3K consiste de um complexo heterodimérico formado por uma
subunidade p110 (catalitica) e uma p85 (reguladora). A PI3K é classificada em grupos
I, 11 e 1, sendo que a classe | é subdividida em A e B. A classe IA é ativada por
receptores tirosina quinase (RTKSs) e possue uma subunidade regulatéria p85, essencial
para essa interacdo. Diferentemente da classe IA, a IB € ativada por receptores
acoplados a poteina G e todas as classes exercem papéis distintos na sinalizacdo celular
e levam a ativacdo de varias vias de sinalizacdo que regulam o metabolismo, a
sobrevivéncia, o crescimento e a diferenciacdo celular (Orcy et al., 2008).

A PI3K medeia uma gama de efeitos biolégicos através da acdo de segundos
mensageiros por ela gerados. Os IPs fosforilados interagem com o dominio PH da Akt1,
recrutando-a para a membrana (Orcy et al., 2008). A ativacdo da Aktl é um processo
que envolve varias etapas e proteinas adicionais. A translocacdo da Aktl para a
membrana plasmaética e sua interacdo com o PIP3 de membrana promove modificacdo
conformacional da Aktl. Isso permite que a quinase dependente de fosfoinositideos-1
(PDK1) e a quinase dependente de fosfoinositideos-2 (PDK2) fosforilem os residuos
Ser 473 e Thr 308, ativando totalmente a Aktl (Coffer et al., 1998; Filippa et al., 1999).
A formacao de PIP3 de membrana pela PI3K também é responsavel pelo recrutamento e
ativacdo da PDK, a qual também apresenta dominio PH. Ap0s sua ativagdo na
membrana plastmatica, a Aktl passa a ter localizagdo citoplasmatica e nuclear (Filippa
etal., 1999).
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1.3.2 Aktl e sobrevivéncia neuronal

A Aktl é uma das principais proteinas antiapoptdticas (Coffer et al., 1998;
Downward, 1998). A fosforilacdo e consequente ativacdo da Aktl é particularmente
importante, porque ela pode proteger contra a morte neuronal (Kandel e Hay, 1999).
Na DH, por exemplo, a Aktl pode fornecer um caminho de protecdo atraves da
fosforilagdo da proteina Htt mutada, o que leva a uma diminuicdo da formagdo de
agregados e consequentemente da morte neuronal (Warby et al., 2009).

As proteinas Homer sdo importantes para o acoplamento do mGIuR5 aos
receptores de IP3 (Tu et al., 1998; Mao et al., 2005). Além disso, Homer também
interage com PIKE-S, promovendo a ativagdo da PI3K e fosforilagdo de Aktl por
acoplamento de Homer/mGIuR5/PI13K (Ye et al., 2000; Rong et al., 2003; Ahn et al.,
2004; Guhan e Lu, 2004). Assim, a estimulacdo do mGIuR5 pode promover a ativacao
da Aktl e diminuicdo da morte celular (FIG. 7) (Rong et al., 2003).

DAG VAP,

—

\Ser 473

| Akt

FIGURA 7: Modelo proposto para a sinalizacgdo do mGIuR5 envolvendo ativacdo daAktl. O
diagrama mostra a sinalizacdo por duas vias distintas: 1) o0 mGIuR5 é acoplado a proteinas Gg/11,
resultando em ativacdo da PLC, formacgdo de diacilglicerol (DAG) e Inositol trifosfato (IP3), com
liberagdo de Ca** dos estoques intracelulares; 2) a Aktl também pode ser fosforilada por acoplamento de
Homer/PIKE/mGIuRS5, permitindo a ativacdo de PI3K por PIKE, que resulta em um aumento de ativacéo
da Akt.
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1.4 Moduladores Alostéricos Positivos do mGIluR5

O glutamato é o agonista fisiologico para todos os subtipos de receptores de
glutamato e, como tal, os primeiros agentes seletivos identificados eram analogos de
glutamato (Shipe et al., 2005). O 3,5- dihidroxilfenilglicina (DHPG) é um exemplo de
agonista do mGIuR1 e mGIuR5 que se liga ao sitio ortostérico do receptor, sendo que a
forma mais utilizada é o S-isdbmero (S)-3,5-dihidroxifenilglicina [(S)3,5-DHPG] (FIG.
8), que é seletiva para os receptores do grupo I, apresentando afinidades similares para

a ligacdo ao mGIuR5 e ao mGIuR1 (Wisniewski e Car, 2002).

HQ HQ "
NH, NH, NH
CO5H
COLH ud CO.H HO 2
HO
(R.S)-3,5-DHPG (R)-3,5-DHPG (S)-3,5-DHPG

FIGURA: 8 Estrutura quimica do DHPG. S&o mostrados trés isdmeros da estrutura, sendo que a
forma mais utilizada é a (S)-3,5-DHPG (Wisniewski e Car, 2002).

Estudos visando a identificacdo de ligantes sem analogias estruturais com o
glutamato permitiram a obtencdo de moduladores alostéricos que apresentassem alta
afinidade pelo receptor. Esses moduladores podem atuar como negativos (NAM),
guando minimizam ou bloqueam a atividade do agonista, ou positivos (PAM), quando
potencializam essa acdo (Gasparini, 2007).

A literatura sugere que mais de 90% dos GPCRs sdo expressos no cerebro,
controlando fungdes neuronais e endocrinas (Cleva, 2011). Considerando que varios
desses GPCRs estdo envolvidos em processos de morte celular, a exploracdo da
farmacologia desses receptores para o desenvolvimento de tratamentos para desordens
neurodegenerativas tornou-se um objetivo importante (Martin et al., 2008).

Os MAPs do mGIuR5 (FIG. 9) foram originalmente desenvolvidos com a
intencdo de aumentar a funcdo do receptor de NMDA, apresentando potencial
terapéutico promissor uma vez que diversos estudos sugerem que eles poderiam ter
efeitos fisiologicamente significantes por potencializar as ac6es do glutamato (Chen Y,
2008; Conn et al., 2009; Cleva e Olive, 2011). Os MAPs atuam no receptor através do



28

seu sitio de ligacdo alostérico, que é localizado no dominio transmembrana e
apresentam inumeras vantagens sobre os agonistas com acdo direta como potenciais

agentes terapéuticos (FIG. 10).

o]
.

CDPPB VU1545

FIGURA 9: Estrutura quimica dos moduladores alostéricos positivos para 0 mGIluR5. S&o
representados os seguintes moduladores: DFB, CPPHA, CDPPB e VU1545 (Gasparini e Spooren, 2007;
Chen et al, 2008).

Allosteric Ligand Glutamate binding site

binding site
Competitive Ligand binding
site

FIGURA 10: Receptor metabotrdpico glutamatégico. E ilustrado um receptor metabotropico de
glutamato apresentando seus respectivos sitios de ligacdo e trés dominios distintos: um dominio amino-
terminal, localizado extracelularmente, que interage com o ligante; um dominio transmembrana, que é
regulatério e um dominio carboxi-terminal, que é responsavel pela transdugdo de sinais, sendo
intracelular. O sitio alostérico de ligacdo ao receptor é indicado na figura (Adaptado de:

www.npsp.com/img/img_mGIuR_diag.jpg).
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A natureza pleiotropica desses moduladores oferece vantagens potenciais sobre
0s agonistas ortostéricos (Wang et al., 2009). Eles sdo vantajosos em relacdo a
agonistas do mGIuR5, como por exemplo o DHPG, pois oferecem discriminagdes entre
0s subtipos de mGIuR. O sitio de ligacdo ao glutamato € muito similar entre os varios
receptores de glutamato, devido ao alto grau de homologia de sequéncia (Cleva, 2011).
Assim, agonistas ortostéricos ndo sdo seletivos para um tipo Unico receptor. Além
disso, moduladores alostéricos, por apresentarem estrutura hidrofobica, atravessam
mais facilmente a barreira hemato-encefalica (FIG. 11) (Coffer et al., 1998; Wang et
al., 2009).
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Basement membrans Endothelial cell

Meuron ™ Tight junction
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Lymphocyte - Meutrophil
——————— Tight junction
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The blood—brain barrier (BBB)
Expert Reviews in Molecular Medicine © 2003 Cambridge University Press

FIGURA 11: Representacéo ilustrativa da barreira hemato-encefalica. A figura destaca a presenca
da barreira hematoencefalica em quase todo o cérebro, evitando que substancias ou agentes toxicos
lesionem o complexo neuronal. Histologicamente, a barreira hematoencefalica é composta por capilares
revestidos por células endoteliais que estdo fortemente unidas por “tigh junctions” ou jungdes estreitas,
por onde apenas moléculas muito pequenas ou seletas serd capazes de chegar aos neurdnios

(www.sistemanervoso.com).
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FIGURA 12: Multiplicidade de atividades dos moduladores alostéricos GPCR-alvo. A figura
representa os mecanismos funcionais da pleiotropia de MAPs. Em compara¢do com os ligantes
ortostéricos convencionais, 0s MAPs podem ser mais sensiveis em promoverem altera¢des na fungdo dos
GPCR. Os MAPs podem facilitar a dimerizagdo do receptor (1) ou a sua interagdo com as proteinas
formadoras de complexos sinalisadores intracelulares (2). Esta sensibilidade pode influenciar os efeitos
de condicionamento de sinal do MAP. Os MAPs podem apresentar multiplos sitios de ligagdo funcionais
presentes em regiGes extracelulares ou intracelulares (3), o que confere maior especificidade. Os
compostos possuem uma capacidade de interagdo com a membrana plasmaética (4). Os MAPs, além de
modificar os processos de sinalizagdo induzidas por um ligante ortostérico, podem também controlar a

direcdo dos mecanismos de dessensibiliza¢do (Wang et al., 2009).

O primeiro MAP para o mGIuR5 a ser caracterizado foi o 3,3-
difluorobenzaldazina (DFB) (O'Brien, Lemaire et al. 2004). O DFB atua induzindo
aumento significativo na acdo do glutamato. Posteriormente caracterizou-se 0 N-[5-
cloro-2-[(-1,3-dioxoisoindolin-2-il)metil] fenil]-2-hidroxibenzamida (CPPHA). Ambos
0s compostos, CPPHA e DFB, apresentam-se como moduladores alostéricos de
ativacdo mediada pelo receptor, sem reatividade cruzada nos outros subtipos de
mGIuR, nem em outros receptores do SNC (O'Brien et al., 2004; Kinney et al., 2005;
Gasparini e Spooren, 2007). Em seguida desenvolveu-se o 3-ciano-N-(1,3-difenil-1H-
pirazol-5-il)benzamida (CDPPB) (Gasparini e Spooren, 2007).
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Dados recentes demonstram que os moduladores alostéricos do mGIuR5 podem
privilegiar a ativagdo de determinadas vias de sinalizagdo em detrimento a outras (Chen
Y, 2008). Tendo-se em vista que altas concentracdes de Ca’* podem aumentar e a
ativacdo da Akt e ERK 1/2 pode diminuir a morte neuronal, a selecdo de um modulador
alostérico do mGIuR5 que seja capaz de promover uma ativacdo maxima de vias de
sinalizacdo protetoras com niveis minimos de liberacdo de Ca®* poderia ser uma opgao
farmacoldgica para prevenir a morte neuronal (Ribeiro et al., 2010; Chen et al., 2012)
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2 OBJETIVOS

2.1  Geral
Determinar o papel de moduladores alostéricos positivos do mGIuR5 na

promoc&o de ativacdo da Aktl e sua relagdo com a concentracéo de Ca®* citosolico em

cultura primaria de neurdnios estriatais.

2.2  Objetivos especificos

o Caracterizar anticorpos especificos para identificacdo das proteinas Aktl total e
Aktl fosforilada;

o Estimular os neurénios em cultura primaria com os moduladores alostéricos
positivos do mGIuR5: CPPHA, DFB, VU-1545 e CDPPB;

o Avaliar a fosforilagcdo da Aktl por moduladores alostéricos do mGIuR5,

o Avaliar a liberacio intracelular de Ca** em neurdnios tratados com moduladores

alostéricos do mGIuR5.



3.1

MATERIAL E METODOS

Material

2-mercaptoetanol (Sigma Aldrich)

Acido acético (Sigma)

Acrilamida (Sigma Aldrich)

Bis-acrilamida (Ludwig Biotech)

Anticorpo primario de coelho anti Aktl-F X20-A (DB Biotech)
Anticorpo primario de coelho anti Akt1-T 9972 (Cell Signalling)
Anticorpo primario de coelho anti Akt1-T C20-A (DB Biotech)
Anticorpo primério de coelho anti Akt1-T E28-L (DB Biotech)
Anticorpo primério de coelho anti Akt1-T H20-1 (DB Biotech)
Anticorpo secundario de coelho (Bio Rad Laboratories)

Azida de sodio (Sigma Aldrich)

Azul de bromofenol (Sigma Aldrich)

B27 (Invitrogen)

Bisacrilamida Tris-HCI 0,5M, pH 6,8

CaCl; (Sigma Aldrich)

CDPPB (Tocris Bioscience)

Corante Bradford (BioRad Laboratories)

CPPHA (Tocris Bioscience)

DFB (Tocris Bioscience)

DHPG (Tocris Bioscience)

EGTA (Sigma Aldrich)

Eppendorff 1mL (Eppendorff)

Estreptomicina (Invitrogen)

FURA 2-AM ((Molecular Probes/EUA))

Glicerol (Sigma Adrich)

Glucose (Sigma Aldrich)

Glutamax (Invitrogen)

HEPES (Sigma Aldrich)



Inibidor de protease (Sigma Aldrich)
KCI (Sigma Aldrich)

KH2PO, (Sigma Aldrich)

Laminula 12mm (Pré cito Laboratérios)
Leite em p6 desnatado Molico (Nestlé)
Membrana de nitrocelulose (Bio Rad Laboratories)
Metanol (Sigma Aldrich)

MgSQ, (Sigma Aldrich)

N2 (Invitrogen)

NaCl (Sigma Aldrich)

NaHCOj; (Sigma Aldrich)

Penicilina (Invitrogen)

Persulfato de amonio (Sigma)

Pipeta Pasteur

Placa 12 wells Nunc

Placa 96 wells Nunc

Poli-L-ornitina (Invitrogrn)

Ponceau (Sigma)

Ponteiras 10 pL (Eppendorff)
Ponteiras 1000 pL (Eppendorff)
Ponteiras 200 uL (Eppendorff)

SDS (HEXAPUR/ Sigma)

TRIS (Sigma Aldrich)

TEMED (Sigma Aldrich)

Tris (Sigma Aldrich)

Triton X100 (Sigma Aldrich)

VU1545 (Tocris Bioscience)

34
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3.2 METODOS

3.2.1 Modelo de camundongo

Camundongos selvagens da linhagem C57 (FIG.13) foram criados e mantidos
no biotério do Departamento de Bioquimica e Imunologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG, em instalacdo propria para animais e mantidos a 23° C em um
ciclo de luz 12h claro/escuro, com racéo e agua fornecidos ad libitum, em conformidade
com as normas da Universidade e segundo protocolo aprovado pelo CETEA no parecer
n® 3/2011 (Anexo 1). Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e a
regido utilizada foi a do corpo estriado.

Foram utilizados camundongos adultos de ambos 0s sexos para 0s testes de
anticorpos. Para a realizagdo dos experimentos com moduladores alostéricos do
mGIuURS5, foram utilizados neurdnios de embrides E15 desses camundongos.

FIGURA 13: Modelo experimental de camundongo. A ilustracdo representa a regido correspondente

ao estriado (Cp-caudado e putame, Cc-corpo caloso, Cx-cortex) (www.biot.fm.usp.br)

3.2.2 Cultura priméria de neurdnios

Culturas neuronais foram preparadas a partir da regido do corpo estriado do
cérebro de embriBes no décimo quinto dia de gestacdo (E15). Apos a dissec¢do do
tecido estriatal, 0 mesmo foi submetido a digestdo com tripsina, seguido por dissociacéo
celular mecénica com auxilio de uma pipeta tipo Pasteur. As células foram entéo
plaqueadas em placas de 12 pocos tratadas com poli-L-ornitina em meio neurobasal
suplementado com N2 e B27, 2 mM de Glutamax e 50 pg/ml da mistura penicilina-
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estreptomicina. As células foram incubadas a 37 °C e 5% de CO, em uma incubadora

umidificada e cultivadas durante 10 a 12 dias in vitro, com troca de meio a cada 4 dias.

3.2.3 Experimento de ativagio da Aktl

As culturas primarias de embrides E15 foram incubadas em HBSS (KH,PO4 1.2
mM, NaHCO3 5 mM, HEPES 20 mM, Glucose 11 mM, NaCl 116.35 mM, KCI 4.83
mM, MgSO, 1.2 mM, CaCl; 2.5 mM), durante 20 min a 37°C. As culturas foram entdo
estimuladas com DHPG na concentracdo de 10 puM por 0, 2 ou 5 min; CPPHA nas
concentracdes de 10 uM ou 100 uM, DFB nas concentracGes de 10 uM ou 100 uM,
VU1545 nas concentracGes de 0,1 puM, 1 pM, 10 pM ou 100 uM e CDPPB nas
concentragdes de 0,1 uM, 1 uM, 10 puM ou 100 pM. Todos pelos tempos de 5 ou 10
min a 37 °C.

Os neurdnios foram lisados em tampdo RIPA contendo inibidor de protease. A
concentracdo protéica foi quantificada e 100 pg de proteina celular total foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢do desnaturante (SDS-
PAGE), seguido de eletrotransferéncia para membranas de nitrocelulose. Em todos os
experimentos utilizamos como grupo controle 0s neurdnios ndo tratados com as drogas
(NT) e um controle positivo com neurdnios tratados com DHPG na concentragdo de 10
HM.

3.2.4 Separacdo das amostras em gel SDS-PAGE, transferéncia para

membrana de nitrocelulose e Western Blot

Para a quantificacdo da concentracdo de proteinas foi utilizado o método descrito
por (Bradford, 1976). Foi realizada eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida
de acordo com Laemmli (LAEMMLI e cols., 1970). O gel de concentracéo utilizado foi:
4% (v/v) de acrilamida/bisacrilamida 29:1 (p/p; Tris-HCI 0,5M, pH 6,8; SDS 0,1%
(p/v); persulfato de amonio 0,1% e TEMED 0,005% (v/v). O gel de separagédo consistiu
de 7,5% (v/v) de acrilamida/bisacrilamida 29:1 (p/p); Tris-HCI 1,5 M, pH 8,7; SDS
0,15% (p/v); Persulfato de aménia 0,1% e TEMED 0,005% (v/v).
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As amostras foram preparadas com tampdo de amostra (composto de SDS 0,2%
(p/v); glicerol 0,2% (v/v); 2-mercaptoetanol 0,32% (v/v); azul de bromofenol 0,0001%
(p/v), Tris-HCI 12,5 mM, pH 6,8) e separadas no gel SDS-PAGE a 200V em tampao de
corrida (Tris-HCI pH 8,7, NaCl e SDS 0,1% (p/v) pH 8,3).

Ao término da eletroforese prosseguimos a transferéncia das proteinas do gel
para uma membrana de nitrocelulose. Para tal, foi utilizado tampéo de tranferéncia (Tris
48 mM; glicina 39 mM; metanol 20% (v/v); 0,013 mM SDS) e um sanduiche composto
de papéis filtro, esponja e a membrana de nitrocelulose. Ao final da transferéncia, a
membrana foi corada com solucdo de Ponceau (Ponceau S 1% (p/v) e acido acético 10%
(v/v)) em agitagdo constante para verificagdo da presenca de bandas proteicas.

O experimento de Western blot foi realizado como descrito por (Ribeiro et al.,
2010). As membranas foram bloqueadas com leite desnatado a 10% em tampdo de
lavagem (150 mM de NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH 7,0, e 0,075% de Triton™ X100
0,075%) durante 1 hora e, em seguida, incubadas com anticorpo primario anti-Akt1F
1:1000, em tampdo de lavagem contendo 3% leite desnatado por 2 horas. As
membranas foram entdo lavadas 3 vezes por 5 min com tampéo de lavagem (TBS triton
0,075%) .

Em seguida, as membranas foram incubadas com anticorpo secundario anti-
coelho conjugado com peroxidase na diluicdo de 1:5000 em tampdo de lavagem
contendo 3% de leite desnatado durante 1h. As membranas foram lavadas trés vezes por
10 min com tampédo de lavagem. A deteccdo dos imunoblots foi realizada pelo processo
de quimioluminescéncia, utilizando o Kit ECL plus por 5 minutos. Apés a
sensibilizacdo do filme de raio X, este foi submetido a solucéo reveladora e em seguida
a solucdo fixadora para filmes raio X.

As membranas foram submetidas ao procedimento de stripping em tampéo de
stripping (TRIS pH 6,8 65 mM, SDS 2% e 2-mercaptoetanol 100 mM, adicionado
fresco) e foram novamente bloqueadas. Em seguida, incubadas com anticorpo primario
anti-AktlT 1:1000. Em seguida, foram lavadas e colocadas em anticorpo secundario
anti-coelho conjugado com peroxidase anti-lgG diluido 1:5000 em tampéo de lavagem
contendo 3% de leite desnatado durante 1h. As membranas foram lavadas trés vezes por
10 min com tampdo de lavagem e submetidas ao ECL e seguido de sensibilizacdo do

filme de raio X como descrito anteriormente.
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3.2.5 Experimento de liberacdo de Ca** intracelular

Neurbénios em cultura priméria obtidos a partir de embrides E15 de
camundongos C57 foram plaqueados em laminulas de 12 mm tratadas com poli-L-
ornitina por 1 h na concentracdo de 7,5%. Os neurbnios foram marcados com fura-2
AM durante 20 min a 37°C. As laminulas foram lavadas em meio Krebs (124 mM
NaCl, 4 mM KCI, 1.2 mM MgSO4, 10 mM glicose, 25 mM Hepes, CaCl, 1 mM pH
7.4) e montadas em uma cubeta, como descrito por (Marco A. ROMANO-SILVA,
1993). Os neurbnios foram estimulados com as drogas: CPPHA, DFB, CDPPB, VU-
1545 ou DHPG e a liberacéo de Ca** promovida por cada droga foi quantificada por
fluorescéncia.

A liberacdo méxima de Ca®* foi determinada através da despolarizagdo dos
neurdnios com KCI 30 mM. Os resultados da liberacdo de Ca®* promovidos por cada
droga foram transformados em porcentagem, tomando-se a liberagdo de Ca®* promovida
por KCI como 100%.

3.2.6 Anélise estatistica

Bandas ndo saturadas da Aktl foram quantificadas por sistema de densitometria
Optica utilizando o Image J Software (National Institute of Mental Health). Os valores
obtidos para Aktl-fosforilada foram corrigidos pelos valores da Akt total e a média e o
erro padrdo foram calculados para o nimero de experimentos independentes, como
indicados nas legendas das figuras. O programa Graph Pad PRISM (versdo 5 Graph
Pad Software Inc.) foi utilizado para as analises estatisticas, que foi determinada pelo
método ANOVA de uma via e 0os mesmos foram considerados estatisticamente

diferentes para valores de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1  Teste de sensibilidade de anticorpos anti-Aktl

De posse de anticorpos anti-Aktl de varias empresas e com a finalidade de
selecionar o que melhor atenderia nossas condi¢des experimentais realizamos testes de
imunoblots para Aktl total (Aktl-T) e para Aktl fosforilada (Aktl-F). Foram
selecionados e avaliados quatro anticorpos anti-Akt1T, provenientes de dois fabricantes:
9972, H20-1, E28-L e C20-A. As proteinas totais foram quantificadas e 100 pg de
proteinas foram separadas em gel SDS-PAGE.

A (FIG.14) indica que o anticorpo 9972 imuno-detectou a Aktl-T. Porém, o
anticorpo C20-A foi mais sensivel para detectar a Aktl-T. Diferentemente, o0s

anticorpos E28-1 e H20-1 ndo foram capazes de imuno-detectar a Aktl-T (Fig. 14).

A B C D

FIGURA 14: Teste de sensibilidade de anticorpos anti-Aktl. Imunoblot representativo da expressao
da Aktl em neurénios estriatais de camundongos C57 adultos, utilizando quatro anticorpos distintos anti-
Aktl. Em A, anticorpo anti-Aktl 9972 1:1000, demonstrou boa sensibilidade na imunodeteccdo da Akt1;
em B, anticorpo E28-1 1:1000, ndo foi sensivel no reconhecimento da proteina; em C, o anticorpo H20-
1 1:1000 ndo imuno-detectou a Aktl e em D, o anticorpo C20-A 1:1000, apresentou-se com alta

sensibilidade na imuno-deteccdo da Aktl. n=3

4.2  Efeito do DHPG na ativacdo da Aktl

Uma vez determinada a escolha do anticorpo que seria utilizado para o
reconhecimento da Aktl total, realizamos novos testes para avaliar o anticorpo anti-
Aktl fosforilada. Para isso, utilizamos neurdnios em cultura primaria e estimulamos as
células com DHPG na concentracdo final de 10 uM, por tempos distintos de 2, 5 ou 10
min (FIG. 15).
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NT 2 5’ 10°

FIGURA 15: Estimulagdo neuronal pelo agonista DHPG. A figura ilustra a estimulacéo de neurdnios
estriatais em cultura primdria, utilizando o agonista do mGIuR5, DHPG, na concentracdo de 10 pM,

pelos tempos de 2, 5 e 10 min. O NT representa o grupo controle ndo tratado com a droga.

Ribeiro et al. (2010) utilizando DHPG na concentragdo de 10 pM ja
demonstraram que essa concentragdo promove fosforilagdo de Aktl. Nossos resultados
indicam maior fosforilagdo de Aktl nos tempos de 5 e 10 min de tratamento com DHPG
(FIG. 16).
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FIGURA 16: DHPG promove elevagio nos niveis de fosforilacdo da Aktl. E mostrado um resultado
de immunoblot representativo para a expressao da Aktl-F (painel superior) e Aktl-T (painel inferior),
obtido a partir de cultura priméaria de neurbnios estriatais de embrides E15, de camundongos C57,
estimulados com 10 uM de DHPG por tempos de 2, 5 ou 10 min e comparados ao grupo controle ndo

tratado (NT). Utilizamos 100 pg de lisado celular para cada amostra. n=6
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4.3  Efeito de CPPHA na ativacdo da Aktl

Uma vez selecionados os anticorpos a serem utilizados para o reconhecimento
das proteinas Aktl-T e Aktl-F (FIG 14) e determinado o tempo de ativacdo da Aktl
por DHPG (FIG. 16), prosseguimos com 0s experimentos para avaliacdo da ativacao da
Aktl por moduladores alostéricos positivos de mGIuR5.

A literatura indica que a ativagdo do mGIuR5 por CPPHA e DFB potencializa o
efeito do DHPG (Zhang et al., 2005; O Brien et al., 2004). Considerando a auséncia de
estudos sobre a acdo desses MAPs do mGIuR5 quando administrados isoladamente
sobre a ativacdo da via da Aktl, decidimos testar a capacidade desses moduladores
alostéricos em ativar a Aktl. O primeiro modulador alostérico testado foi o CPPHA.
Para tanto, incubamos neurdnios em cultura primaria com CPPHA em concentragdes
finais de 10 uM e 100 uM pelos tempos de 5 ou 10 min (FIG. 17).

DHPG
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FIGURA 17: Estimulacdo neuronal pelo modulador alostérico CPPHA. A representacdo mostra a
estimulacdo de neurdnios estriatais em cultura priméaria pelo modulador alostérico positivo do mGIuRS5,
CPPHA, em concentracdes de 10 uM e 100 uM, e pelo o agonista do mGIuR5, DHPG, na concentragdo

de 10 uM, pelos tempos de 5 e 10 min. O NT representa o grupo controle ndo tratado com as drogas.
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Nossos dados demonstram que CPPHA, na auséncia de agonista, nao
promoveu a ativacdo da Aktl em nenhum dos tempos avaliados, quando comparado ao
grupo controle n&o tratado (NT) (FIG. 18).
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FIGURA 18: CPPHA néo promove elevacéo dos niveis de fosforilagdo da Aktl . Em A, é mostrado
um immunoblot representativo para a Aktl-F (painel superior) e Akt1-T (painel inferior), obtido a partir
de culturas primarias de neurdnios estriatais de embriées E15 de camundongos C57. Os neur6nios foram
estimulados com CPPHA nas concentracdes de 10 pM e 100 uM ou DHPG na concentracdo 10 pM pelos
tempos de 5 e 10 min e comparados ao grupo controle ndo tratado (NT). Utilizamos 100 pg de lisado
celular para cada amostra. Em B, um grafico mostrando a quantificagdo da analise densitométrica da
expressdo Aktl-F, normalizada pela Aktl-T. Os dados representam a média de seis experimentos
independentes, expressos como percentagem da fosforilagdo basal da Aktl (NT).

* indica diferenca significativa em comparagdo com o grupo controle ndo tratados (NT) (p < 0,05).
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4.4 Efeito de DFB na ativacdo da Aktl

O segundo modulador testado foi o DFB. Neurdnios estriatais em cultura
primaria foram estimulamos com DFB nas concentracdes de 10 uM ou 100 uM pelos
tempos de 5 ou 10 min (FIG. 19).
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FIGURA 19: Estimula¢do neuronal pelo modulador alostérico DFB. A Representagdo mostra a
estimulacdo de neurdnios estriatais em cultura primaria pelo modulador alostérico positivo do mGIuR5,
DFB, nas concentracfes de 10 uM ou 100 uM, e pelo agonista do mGIuR5, DHPG, na concentracdo de

10 uM, pelos tempos de 5 ou 10 min. O NT representa o grupo controle ndo tratado com as drogas.

Observamos que DFB provocou fosforilagdo de Aktl na concentragcdo de 100
MM, mas ndo na de 10 uM, no tempo de 5 minutos de estimulacdo, quando comparado
ao grupo controle ndo tratado (NT) (FIG. 20). Porém, ao estimularmos as células com
DFB ou DHPG por 10 min n&o houve ativagéo da Aktl maior que o NT (FIG. 20). Vale
ressaltar que, apesar de ter ocorrido uma tendéncia a aumento na fosforilacdo da Aktl
com DFB na concentragdo de 100 puM por 10 min, esse aumento ndo foi considerado

estatisticamente significativo.
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FIGURA 20: DFB promove elevagdo dos niveis de fosforilacdo da Aktl . Em A, é mostrado um
immunoblot representativo para a Aktl-F (painel superior) e Akt1l-T (painel inferior), obtido a partir de
culturas primarias de neurénios estriatais de embrides E15 de camundongos C57, estimulados com DFB
nas concentracfes de 10 pM ou 100 pM ou DHPG na concentra¢do de 10 pM pelos tempos de 5 ou 10
min, comparados ao grupo controle ndo tratado (NT). Utilizamos 100 pg de lisado celular para cada
amostra. Em B, um grafico mostrando a quantificacdo da anélise densitométrica da expressdo da Aktl-F,
normalizada pela Aktl-T. Os dados representam uma média de seis experimentos independentes,
expressos como percentagem da fosforilacdo basal da Aktl. *indica diferenca significativa em

comparagdo com o grupo controle ndo tratado (NT) (p < 0,05).
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45  Efeito de VU1545 na fosforilacdo da Aktl

Neurdnios do estriado em cultura priméaria foram estimulados com VU1545 nas
concentragdes de 10 uM ou 100 uM por 5 ou 10min — (FIG. 21). Os neurénios foram
lisados e 100 ug das proteinas foram separadas em gel SDS-PAGE.
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FIGURA 21: Estimulagdo neuronal pelo modulador alostérico VU1545. A representa¢cdo mostra a
estimulacdo de neurdnios estriatais em cultura priméria, pelo modulador alostérico positivo do mGIuRS5,
VU1545, nas concentracfes de 10 puM ou 100 pM, e pelo o agonista do mGIuR5, DHPG, na
concentragdo de 10 uM, pelos tempos de 5 ou 10 min. O NT representa o grupo controle ndo tratado com
as drogas.

Observamos que VU1545 promoveu fosforilagdo da Aktl nas concentragdes de
10 pM e 100 pM por 5 min, quando comparado com o grupo controle (NT) (FIG. 22).
N&o verificamos ativacdo da Aktl quando tratamos os neurdénios por 10 min com
VU1545 nas concentra¢Ges 10 uM e 100 uM (FIG. 22). Outro achado relevante é que
VU1545 promoveu altos niveis de ativacdo da Aktl tanto na concentragdo de 10 uM
quanto na concentracdo de 100 pM. Assim, concentracOes inferiores a 10 uM do
modulador alostérico VU1545 foram testadas quanto a promocéo de ativacdo da Aktl.
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FIGURA 22: VU1545 promove elevacédo dos niveis de fosforilagdo da Aktl. Em A, é mostrado um
immunoblot representativo para a Aktl-F (painel superior) e Akt1-T (painel inferior), obtido a partir de
culturas primérias de neurfnios estriatais de embries E15 de camundongos C57, estimulados com
VU1545 nas concentra¢Bes de 10 uM ou 100 uM ou DHPG na concentragdo 10 UM pelos tempos de 5 ou
10 min e comparados ao grupo controle ndo tratado (NT). Utilizamos 100 pg de lisado celular para cada
amostra. Em B, um grafico mostrando a quantificacdo da analise densitométrica da expressdo da Aktl-F,
normalizada pela Aktl-T. Os dados representam a média de seis experimentos independentes, expressos
como percentagem da fosforilacdo basal da Aktl. * indica diferenca significativa em comparagdo com o

grupo controle ndo tratado (NT) (p < 0,05).



47

45.1 Efeito de VU1545 em baixas concentracgdes na ativacdo da Aktl

Para testar a hipotese de que baixas concentracdes de VU1545 seriam capazes de
ativar Aktl, utilizamos neurénios do estriado em cultura primaria e os estimulamos com
VU1545 nas concentragdes de 0,1 uM e 1 puM somente por 5 min (FIG. 23). ApGs,
100ug de proteinas totais foram obtidas a partir do lisado desses neurdnios e separadas
em gel SDS PAGE.
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FIGURA 23: Estimulacao neuronal pelo modulador alostérico VU1545 em baixas concentragdes. A
representacdo mostra a estimulagdo de neurdnios estriatais em cultura priméria, pelo modulador
alostérico positivo do mGIuR5, CPPHA, em concentragdes de 0,1uM ou 1M, e pelo agonista do
mGIuR5, DHPG, na concentracdo de 10 pM, pelo tempo de 5 min. O NT representa o grupo controle ndo

tratado com as drogas.

A analise das bandas imunoreativas através de Western blot nos mostrou que
VU1545 1 uM promoveu altos niveis de fosforilacdo da Aktl, quando comparado ao
grupo controle ndo tratado (NT). Notamos que a fosforilacdo da Aktl por VU1545
também ocorreu quando utilizamos concentraces baixas desse modulador, como por
exemplo 0,1 uM (FIG. 24).
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FIGURA 24: VU1545 em baixas concenrag¢des promove elevagdo dos niveis de fosforilacdo da Aktl.
Em A, é mostrado um immunoblot representativo para a Aktl-F (painel superior) e Aktl-T (painel
inferior), obtido a partir de culturas primarias de neurdnios estriatais de embrides E15 de camundongos
C57, estimulados com VVU1545 nas concentra¢@es de 0,1 uM ou 1 pM ou DHPG na concentragdo 10 uM
por 5 min e comparados ao grupo controle ndo tratado (NT). Utilizamos 100 pg de lisado celular para
cada amostra. Em B, um grafico mostrando a quantificacdo da andlise densitométrica da expressdo da
Aktl-F, normalizada pela Aktl-T. Os dados representam a média de seis experimentos independentes,
expressos como percentagem de fosforilagdo basal da Aktl. * indica diferenca significativa em

comparacdo ao grupo controle ndo tratados (NT) (p < 0,05).
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4.6  Efeito de CDPPB na fosforilacdo da Aktl
Partimos para a avaliagdo da eficacia do nosso ultimo modulador alostérico,
CDPPB, em promover a fosforilacdo da Aktl. Neurdnios estriatais em cultura primaria

foram estimulados com concentracfes de 10 UM ou 100 uM de CDPPB pelos tempos
de 5 ou 10 min (FIG.25) e 100 pug de proteinas foram separadas em gel SDS PAGE.
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FIGURA 25: Estimulacdo neuronal pelo modulador alostérico CDPPB. A representacdo mostra a
estimulacdo de neur6nios estriatais em cultura priméria pelo modulador alostérico positivo do mGIuRS5,
CDPPB, em concentracdes finais 10 uM ou 100 uM, e pelo agonista do mGIuR5, DHPG, na
concentragdo de 10 uM pelos tempos de 5 ou 10 min. O NT representa o grupo controle ndo tratado com
as drogas.

A anélise do Western blot mostrou um expressivo aumento na fosforilagdo de
Aktl tanto quando os neurénios foram estimulados com CDPPB 10 uM quanto 100 uM
por 5 min, quando comparado ao controle ndo tratato (NT) (FIG. 26).

Nossos resultados demonstraram que CDPPB também ativou Aktl de maneira
semelhante nas concentracdes de 10 uM e 100 puM, as quais foram tdo eficientes quanto
DHPG (FIG. 26). Confirmamos também que no tempo de 10 min ndo houve ativacao
da Aktl por CDPPB, ocorrendo novamente uma diminuicdo significativa na
fosforilacdo dessa proteina quando aumentamos o tempo de estimulacdo com o
modulador alostérico.
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FIGURA 26: CDPPB promove elevagdo dos niveis de fosforilacdo da Aktl . Em A, é mostrado um
immunoblot representativo para a Aktl-F (painel superior) e Akt1l-T (painel inferior), obtido a partir de
culturas priméarias de neurdnios estriatais de embrides E15 de camundongos C57, estimulados com
CDPPB nas concentracfes de 10 pM ou 100 pM ou DHPG na concentracdo de 10 uM pelos tempos de 5
ou 10 min, comparados ao grupo controle ndo tratado (NT). Utilizamos 100 g de lisado celular para cada
amostra. Em B, um grafico mostrando a quantificacdo da analise densitométrica da expressdo Aktl-F,
normalizada pela Aktl-T. Os dados representam a média de seis experimentos independentes, expressos
como percentagem da fosforilagdo basal da Aktl. * indica diferenca significativa em compara¢do com o

grupo controle ndo tratados (NT) (p < 0,05).
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4.6.1 Efeito de CDPPB em baixas concentrac6es na ativacdo da Akl

Com o objetivo de verificar se CDPPB em menores concentragdes continuaria
sendo eficiente na ativacdo de Aktl, estimulamos neurdnios com CDPPB em

concentragdes de 0,1 UM ou 1 uM por 5 min (FIG. 27).
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FIGURA 27: Estimulacdo neuronal pelo modulador CDPPB em baixas concentracfes. A
representacdo mostra a estimulagdo de neurdnios estriatais em cultura primaria pelo modulador alostérico
positivo do mGIuR5, CDPPB, nas concentragdes de 0,1uM ou 1 puM, e pelo agonista do mGIuRS5,
DHPG, na concentracdo de 10 uM, pelo tempo de 5 min. O NT representa o grupo controle ndo tratado

com as drogas.

Observamos que os niveis de fosforilagdo da Aktl aumentaram quando
neuronios foram estimulados por 5 min com CDPPB 0,1 puM e 1 uM, quando

comparados ao grupo controle ndo tratado (NT) (FIG. 28).
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FIGURA 28: CDPPB em baixas concentracdes promove elevacdo dos niveis de fosforilacdo da
Aktl. Em A, é mostrado um immunoblot representativo para a Akt1-F (painel superior) e Akt1-T (painel
inferior), obtido a partir de culturas primarias de neurénios estriatais de embrides E15 de camundongos
C57, estimulados com CDPPB nas concentra¢@es de 0,1 uM ou 1 pM ou DHPG na concentracdo 10 uM
pelo tempo de 5 min e comparados ao grupo controle ndo tratado (NT). Utilizamos 100 pg de lisado
celular para cada amostra. Em B, um grafico mostrando a quantificacdo da analise densitométrica da
expressdo Aktl-F normalizada pela Aktl-T. Os dados representam a média de seis experimentos
independentes, expressos como percentagem da fosforilagdo basal da Aktl. * indica diferenga

significativa em comparagdo com o grupo controle no tratados (NT) (p < 0,05).
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4.7  Efeito dos moduladores alostéricos na liberacdo citosolica de Ca®*

Dados da literatura indicam que os MAPs do mGIuR5 promovem liberacéo de
Ca®* dos estoques intracelulares quando associados a um agonista (Bradley, 2009).
Assim, decidimos avaliar se os MAPs aplicados isoladamente, ou seja, na auséncia de
um agonista do mGIuR5, poderiam causar uma alta liberacéo de Ca?* intracelular, uma
vez que essas drogas foram potentes na ativacdo da Aktl na auséncia de agonista.

Os dados obtidos por espectrofluorometria demonstraram que, conforme
esperado, o agonista DHPG 10 pM causou altos niveis de liberagdo de Ca*
intracelular. A liberacdo de Ca?* pomovida por CPPHA 10 pM foi quase tdo alta
quanto a promovida por DHPG (FIG. 29). Ja DFB 10 uM, VU1545 10 uM e CDPPB
10 M n&o promoveram liberacdo de Ca®* intracelular diferente dos niveis basais (FIG.
29).
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FIGURA 29: Liberacdo citosolica de Ca®* por moduladores alostéricos positivos. O grafico mostra
que os moduladores que ativam a Akt, ndo promovem a liberacdo de Ca®*. Gréfico representativo da
liberacdo de Ca*" em cultura priméria de neurdnios estriatais estimulados com CPPHA 10 uM, DFB 10
UM, VU1545 10 uM, CDPPB 10 pM, DHPG 10 uM ou KCI 30 mM. Os dados representam a média de
seis experimentos independentes, expressos como percentagem da liberacéo de Ca®* promovida por KCI

30 mM. * indica diferenca significativa quando comparados 2 liberacéo basal de Ca?* (p < 0,05).
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5. DISCUSSAO

Ha uma intensa busca por drogas que atuem sobre 0 mGIuR5 afim de prevenir
morte de células neuronais, uma vez que esse é 0 evento causal principal para o
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas (Vonsattel et al., 1985) apud Ribeiro
et al, 2010). Logo, a busca por drogas que minimizem a perda neuronal é o objetivo
central para o desenvolvimento de terapias eficientes para tratar pacientes que
apresentem tais desordens (Abdul-Ghani et al., 1996; Dewar et al., 1999).

5.1 O mGIuR5 como alvo terapéutico

Receptores metabotropicos de glutamato tém sido propostos como alvos
para o tratamento de uma varidade de desordens neurodegenerativas (Marino e
Conn, 2006). Em modelos animais de esquizofrenia, por exemplo, é sugerido que a
utilizacdo de MAPs do mGIuR5 promova melhora dos sintomas da doenca (Conn et
al., 2009).

E bem descrito que o NMDAR esta intimamente associado a processos de
morte neuronal (Choi, 1998). Entretanto, ndo optamos por bloquear os receptores
glutamatérgicos ionotropicos devido a possibilidade de tais bloqueadoress
causarem efeitos adversos, uma vez que esses S0 0S principais receptores
excitatorios do cérebro de mamiferos (Gerber & Vallano, 2006; lkonomidou &
Turski, 2002). Visto que o mGIuR5 apresenta uma funcdo predominantemente
modulatoria, esse receptor representa um alvo terapéutico bastante promissor e 0 seu
papel em desordens do sistema nervoso central (SNC) tem sido bastante estudado,
porém sua funcdo sobre a morte neuronal permanece ainda controversa (Olive,
2010; Chen et al., 2012).

E possivel que o tipo de droga, bem como a concentragdo e o tempo de
exposicdo a ela, promova a ativagdo de distintas vias de sinalizagcdo através do
mGIuRS5 e a literatura indica que a ativagdo de vias protetoras, tais como as vias
envolvendo a ERK 1/2, poderia promover neuroprote¢cdo (Chen et al.,, 2012).
Porém, ao mesmo tempo, a via de formagdo de IP; promove aumento da liberacédo

de Ca*" intracelular, o que poderia facilitar 0 processo de excitotocicidade e
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ocasionar morte neuronal (Nakanishi, 1994; Conn e Pin, 1997; Mao e Wang,
2003; O'Brien et al., 2004; Tang et al., 2005)

Evidéncias demonstram que o bloqueio da atividade do mGIuR5 possa
produzir efeitos terapéuticos em inimeras desordens neuronais (Movsesyan et al.,
2004; Liu et al., 2005). Porém, existem outras publicacbes demonstrando que a
ativacdo do mGIuR5 possa ser protetora através da ativacdo da Akt e ERK 1/2 (FIG.
30) (Ribeiro et al., 2010, Chen, 2012). No nosso modelo de estudo demonstramos
que a ativacdo do mGIuR5 pode promover ativacdo da via Aktl, sugerindo funcéo

neuroprotetora.

Ribeiro et al.  mGluR Cell Signaling in Huntington’s Disease
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FIGURA 30: Representagdo esquematica do modelo proposto para as alteragdes de sinalizagédo
mGIuR1/5 na DH. mGIuR1/5 sdo acoplados a proteinas Gg/11, e sua ativacdo gera a formacdo de
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52 O efeito dos moduladores alostéricos do mGIuR5 quanto a ativacdo da Aktl

5.2.1 A eficiéncia de DFB na fosforilacédo da Aktl

Em um estudo realizado por (Zhang et al., 2005), em que foram utilizadas
culturas de astrocitos corticais, foi avaliado o efeito de DFB, quando associado a um
agonista, quanto a fosforilacdo da via neuroprotetora ERK 1/2. Neste estudo, ao se
determinar o efeito do DFB na modulacdo do mGIuR5, foi observado que ndo houve
efeito potencializador sobre o receptor, quando DFB foi administrado sozinho na
concentracdo de 100puM, mas apenas quando associado ao agonista DHPG.
Opostamente, nosso trabalho demonstra que DFB na concentracdo de 100 UM exerceu
funcdo estimulatoria sobre 0 mGIuRb5, ativando a Aktl em neurdnios do estriado,

mesmo quando utilizado isoladamente (FIG. 20).

5.2.2 A ndao eficiéncia de CPPHA na fosforilacdo da Aktl

Zhang e colaboradores (2005) avaliaram o papel do CPPHA na concentracdo de
10 uM quanto a fosforilagdo da ERK 1/2 em astrocitos corticais e observaram que
CPPHA promoveu aumento significativo na fosforilacdo da ERK 1/2, quando associado
ao agonista DHPG na concentragdo de 1 pM. Por outro lado, o mesmo estudo
demonstrou que CPPHA na concentragdo de 10 uM foi capaz de inibir a fosforilacdo da
ERK 1/2 quando DHPG foi administrado na concentragdo de 10 uM. Porém, quando
administrado na auséncia de DHPG, CPPHA promoveu leve aumento na fosforilacdo da
ERK 1/2.

Embora a literatura sugira que CPPHA potencialize a atividade do mGIuR5
(O'Brien et al., 2004; Zhang et al., 2005), em nossas condicdes experimentais, CPPHA
ndo promoveu ativagdo da Aktl de maneira estatisticamente significativa (FIG. 18).
Inferimos que o CPPHA ative 0 mGIuR5 de maneira distinta dos demais MAPS, uma vez
que DFB, CDPPB e VU1545 se ligam a um sitio que se sobrepBe ao sitio ao qual o
MPEP se liga. J& o CPPHA interaje com outra regido do receptor, referente ao dominio
heptaélico transmembrana (7TM) do receptor mGIuR5 (Chen et al., 2008; Bradley, 2009;
Hammond et al., 2010).
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5.2.3 A eficiéncia de CDPPB na fosforilacdo da Aktl

Em um trabalho realizado por (Chen et al, 2012), utilizando neurdnios corticais,
foi estudada a ativagdo do mGIuR5 por CDPPB e pelo agonista CHPG, ambos
isoladamente, quanto a fosforilagdo da ERK 1/2. Os resultados desse trabalho
demonstraram que ambos promoveram a fosforilacdo da ERK 1/2. Porém, enquanto a
ERK 1/2 foi fosforilada por uma concentragdo de 1000 uM de CHPG, ao se utilizar o
modulador alostérico CDPPB, foi suficiente uma concentragdo de 200 uM do CHPG para
promover aumento da fosforilacdo de ERK 1/2. No nosso modelo de estudo observamos
que CDPPB nas concentraces de 0,1 uM, 1 puM, 10 uM e 100 pM foi capaz de
promover ativagdo do mGIuR5 e fosforilagéo da Aktl (FIGs 26 e 28).

O VU1545 foi desenvolvido a partir de estudos de melhoramento farmacoquimico
do CDPPB (de Paulis et al., 2006). Ndo existem publicacdes até o momento que
relacionem VU1545 com ativacdo de vias neuroprotetoras. No0ssos resultados
demonstram efeitos semelhantes entre VU1545 e CDPPB quanto a ativacdo da Aktlem
concentragdes de 0,1 uM, 1 uM, 10 uM e 100 uM (FIGs. 22 e 24).

5.3  Neuroprotecéo envolvendo a Aktl

Tem sido bem demonstrado que a fosforilagdo da Aktl por receptores de
glutamato é importante para proteger contra a morte neuronal (Datta et al., 1999;
Ribeiro et al., 2010). Dentre os inameros mecanismos envolvendo a Aktl na
sobrevivéncia celular, pode-se destacar, por exemplo, que a Aktl possui efeitos diretos
em vias de apoptose, sendo capaz de inibir proteinas pré-apoptoicas, tais como BAD,
caspase-9, fator Forkhead ¢ GSK3p (Downward, 1998; Datta et al., 1999; Mejillano et
al., 2001).

Outros estudos demonstram que apos a inducdo de isquemia cerebral em
camundongos, observa-se um aumento da Aktl fosforilada no cortex cerebral, enquanto
que o bloqueio da via PI3K, com consequente inibi¢do da Aktl, poderia ser responsavel
pelo dano celular ao DNA (Noshita et al., 2003). H& também inferéncias de que o
mGIluR5 pode modular a via PI3K/Akt/GSK3B no hipocampo, sendo que a modulacéo
dessa via de sinalizagdo pode reverter a toxicidade neuronal induzida pelo

neuropeptideo B-amildide, como ocorre por exemplo na DA (Liu et al., 2005).
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Vaérios trabalhos indicam que MAPs do mGIuR5 podem ativar a ERK1/2
quando administrados isoladamente (Bradley et al., 2009). Uma vez que a via de
ativacdo tanto da ERK 1/2 quanto da Akt ocorre através da formacdo do complexo
MGIUR5-HOMER, decidimos investigar se MAPs do mGIuR5 também poderiam ser
capazes de ativar a Aktl. Além disso, a Aktl também pode promover fosforilacdo da
proteina Htt mutante reduzindo a formacdo de agregados e morte neuronal na DH
(Warby et al., 2009; Ribeiro et al., 2010).

Conforme mencionado anteriormente, ha estudos demonstrando que a ativacao
da Aktl pode ocorrer por acoplamento as proteinas Homer, com consequente ativacdo
de vias neuroprotetoras envolvendo Aktl e ERK 1/2 (FIG. 31) (Rong et al., 2003; Mao
et al., 2005; McGinty et al., 2008; Menard e Quirion, 2012).

mGIuRS

FIGURA 31: Ativacdo da Akt via mGluR5/Homer. E demonstrado um complexo de ativagio entre
mGIuR5 e Homerlb, Além da ativagdo de proteinas G e da PLC, Homer promove ativacao da PI3K, com

recrutamento da PDK e consequente ativagdo da Aktl (Menard e Quirion, 2012).

A estimulacdo do mGIuR5 promove a formacdo de um complexo funcional
mGIluR5/Homer/PIKE, que resulta em potencializacdo da PI3K por PIKE e consequente
fosforilacdo da Aktl (FIG. 7), promovendo reducdo da morte celular (Rong et al., 2003).
Com base nesses dados, mostramos no nosso trabalho que a ativagao da Aktl por DFB,
CDPPB e VU1545 foi t&o ou mais robusta quanto a promovida pelo DHPG (FIGs 20, 22,

24, 26 e 28) e que essa ativacdo pode ter ocorrido via Homer, por um mecanismo
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independente de IP3/Ca*", pois ndo observamos aumento da liberacdo de Ca®* citosélico
ao utilizarmos esses MAPs dos mGIuR5 (FIG. 29).

5.4  Periodo de fosforilacdo da Aktl

Jé& foi demonstrado em culturas de neurdnios hipocampais que Aktl é fosforilada
no sitio da Serina 473 (Kitagawa et al., 2002). A fosforilacdo retornou aos niveis basais
em 3 horas. Os autores ndo observaram alteracdo na fosforilacdo da Aktl na treonina
308. Curiosamente alteracdes na atividade da proteina foram observadas, mostrando que
ndo basta fosforilagdo na serina 473 para que a proteina exerca sua funcéo, embora seja
considerado que a fosforilacdo deste residuo exerce uma condicdo indispensavel para a
atividade da Aktl (Kitagawa et al., 2002).

Em um estudo publicado por (Perkinton et al., 2002), foi investigado se a
ativacdo do NMDAR também poderia induzir fosforilagdo da Aktl em cultura priméria
de neurdnios estriatais. Foi observada robusta ativacdo da Aktl na Serina 473, quando
as células foram estimuladas com glutamato na concentracdo de 100 uM pelo tempo de
5 min, demonstrando que a Aktl também pode ser ativada através de receptores
ionotropicos, além de receptores metabotrépicos. Porém, nesse estudo, a desfosforilacdo
da Aktl ndo foi avaliada (Perkinton et al., 2002).

No nosso estudo, demonstramos que DHPG 10 uM exerceu potencializou o
mGIuRS5 levando a uma ativacao de Aktl no tempo de incubagdo de 5 minutos, mas nao
no tempo de 10 min, quando comparado a ativagdo da Aktl em neurbnios ndo
estimulados (FIG. 16). Esses dados corroboram com resultados publicados
anteriormente pelo nosso grupo, onde foi demonstrado que, em neurénios estriatais, a
ativacdo da Aktl por DHPG 10 uM é rapida, ocorrendo em um tempo entre 2 € 5 min
de estimulacdo com a droga (Ribeiro et al., 2010).

Ao realizarmos 0 mesmo experimento utilizando os MAPs do mGIuURS,
observamos que houve ativacdo da Aktl somente no tempo de 5 minutos de estimulagéo
com as drogas (FIGs. 20, 22, 24, 26 e 28). Assim, 0s niveis de Aktl fosforilada via
moduladores alostéricos positivos do mGIuR5 foi menor a medida que aumentamos 0
tempo de estimulacdo. E provavel que enzimas fosfatases tenham promovido a

desfosforilacdo da proteina Aktl apos periodos mais prolongados de estimulagdo, como
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no tempo de 10 min de estimulacdo com as drogas (FIG. 32) (McConnell e Wadzinski,
2009).

. )

FIGURA 32: Ciclos de fosforilagdo e desfosforilagdo. A representacdo esquematica mostra a
fosforilacdo reversivel de uma proteina. A proteina fosfatase remove um fosfato a partir do grupo da

fosfoproteina e a proteina quinase transfere o grupo fosfato do ATP para a fosfoproteina.

55  Liberacdo citosélica de Ca’* por moduladores alostéricos

E bem elucidado que a ativacdo do mGIuR5 promove liberagdo de Ca** dos
estoques intracelulares (Hermans e Challiss, 2001; Mannaonni et al., 2001; Ferraguti e
Shigemoro, 2006; Kumar et al., 2008; Ribeiro et al., 2010). Além disso, ha estudos
demonstrando que os MAPs do mGIuR5, incluindo DFB, CPPHA e CDPPB, levam a
liberagcdo de Ca®* dos estoques intracelulares quando utilizados na presenca de um
agonista ortostérico (Zhang et al., 2005; Bradley et al., 2009).

No nosso estudo, o proposito de testar os moduladores alostéricos quanto a
ativacdo do mGIuR5 visa a sua utilizacdo na auséncia de um agonista. N0SS0s
resultados refletem, de acordo com a literatura, que o agonista DHPG foi capaz de
promover elevacdo da concentracdo de Ca*" a niveis superiores aos basais (FIG. 29),
comprovando que o DHPG ¢ uma droga potente para ativar 0 mGIuR5 e promover a

elevacdo dos niveis citosélicos de Ca®* (Bradley et al., 2009; Ribeiro et al., 2010).
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Observamos no nosso trabalho que CPPHA foi capaz de promover a liberagédo
de Ca?* dos estoques intracelulares, quase t&o robustamente quanto DHPG (FIG. 29).
Opostamente, os moduladores alostéricos DFB, VU1545 e CDPPB ndo promoveram
uma liberacéio de Ca’* diferente da liberacdo basal (FIG. 29). Isso indica que 0 uso de
DFB, VU1545 e CDPPB ndo iria exacerbar o processo excitotoxico por nao
promoverem um aumento da liberacdo de Ca** no citosol. Desse modo, nosso estudo
torna-se uma importante ferramenta para o desenvolvimento de terapias para tratar
desordens relacionadas ao mGIuRS5, considerando que esses moduladores apresentam
potencial neuroprotetor uma vez que promovem ativacdo da proteina Aktl e liberacao

minima dos estoques intracelulares de Ca*".
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6. PERSPECTIVAS

Certamente nossos resultados necessitam ser aprofundados e levantam
importantes questdes sobre os mecanismos de ativagdo da Aktl e potencial
neuroprotetor. Desse modo, nossos futuros trabalhos incluem:

1. Prosseguir com esses experimentos em modelos animais de neurodegeneragéao
(camundongos modelo da doenca de Huntington);

2. Determinar se os MAPs sdo efetivos como neuroprotetores;

3. Silenciar a via IP3/Ca** e investigar se a ativacdo da Aktl por MAPs §é
promovida via Homer/PIKE/mGIuR5,

4. Bloquear a via da Aktl a fim de estabelecer que ela estd intimamente

relacionada com neuroprotecéo.
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Huntington’s disease (HD) is an autosomal dominant neurodegenerative disorder
caused by a polyglutamine expansion in the amino-terminal region of the huntingtin protein
(Htt). The metabotropic glutamate receptor 5 (mGIuR5) is coupled to G,q and plays an
important role in neuronal survival. We have previously demonstrated that mGIuR5 cell
signalling pathways are altered in a mouse model of HD. Although mGIuR5-dependent
protective pathways are more activated in HD neurons, Ca** release from intracellular stores is
also more pronounced, which could contribute to excitotoxicity. Thus, drugs acting on mGIuR5
that could activate protective pathways without triggering high levels of Ca** release could be an
interesting tool to prevent neuronal death. Based on this rationale, in the present study we aim
to investigate whether mGIuR5 positive allosteric modulators (PAMs) could be neuroprotective
in HD. We find that the PAMs, CPPHA, DFB, VU1545, and CDPPB, can protect striatal neurons
from the excitotoxic neuronal cell death promoted by elevated concentrations of glutamate.
mGIuRS PAMs are capable of activating AKT without triggering increased intracellular Ca®*
concentration. AKT activation by PAMs appears to be very important for preventing neuronal
death, as AKT blockage leads to loss of PAMs-mediated neuroprotection. Importantly, PAMs’
potential as drugs to treat neurodegenerative diseases is highlighted by the neuroprotection
exerted by mGIluR5 PAMs on striatal neurons from a mouse model of HD, BACHD. Moreover,
VU1545 is more efficient to activate AKT in primary cultured BACHD striatal neurons than in wild

type neurons, contributing to potentiate the neuroprotective effect of this PAM in HD.



Introduction

Huntington's disease (HD) is an autosomal dominant neurodegenerative disorder
caused by a polyglutamine expansion in the amino-terminal region of the huntingtin (Htt)
protein (Huntington’s disease collaborative Research Group, 1993). HD patients exhibit a
progressive neuronal cell loss in the caudate-putamen and neocortical regions of the brain,
which leads to loss of cognitive function, psychiatric disturbance, and death (Young, 2003; Li

and Li, 2004).

Glutamate is postulated to play an important role in excitotoxic neuronal cell loss
(DiFiglia, 1990; Nicoletti et al., 1996; Calabresi et al., 1999) Ribeiro 2010). Although it is well
established that overstimulation of ionotropic glutamate receptors, such as N-methyl-D-
aspartate receptor (NMDAR), lead to excitotoxicity, the role of metabotropic glutamate
receptors (mGIuRs) in neuronal cell death processes is not completely understood (Zeron et
al., 2002; Schiefer et al., 2004). Group | mGluRs (mGIuR1 and mGIuR5) are coupled to the
activation of Gayg,q; proteins, which stimulate the activation of phospholipase CB1 resulting in
diacylglycerol and inositol-1,4,5-triphosphate (InsP3) formation, release of Ca®* from
intracellular stores and activation of protein kinase C (PKC). Activation of mGIuR1/5 expressed
in neurons from a mouse model of HD leads to high levels of Ca®* release from intracellular
compartments, which can contribute to excitotoxic processes (Tang et al 2005; Ribeiro et al
2010). However, mGIuR1/5 stimulation also leads to activation of other signaling pathways
important for cell survival/proliferation, such as extracellular signal-regulated kinase (ERK) and
AKT (Rong et al., 2003; Hou and Klann, 2004; Mao et al.,, 2005). Interestingly, mGIuR5
activation leads to higher levels of ERK and AKT activation in HD than in control neurons
(Ribeiro et al. 2010). Thus, mGIuR5 can produce either excitotoxicity or neuroprotection

depending on which cell signalling pathway is activated.

To characterize drugs that could be neuroprotective in HD, we have investigated a



number of compounds acting on mGIuR5. We find that neither blocking nor activating mGIuR5
is effective to promote neuprotection. The failure of mGIuR5 agonists and antagonists to
promote neuroprotection might be due to overstimulation of Ca®* release or blockage of
protective pathways, respectively. mGIuR5 positive allosteric modulators (PAMSs) can activate
one signalling pathway without triggering others (Chen and Conn 2008, Drugs Fut. 33, 355-
365). Thus, we decided to investigate whether mGIluR5 PAMs could have a neuroprotective
role. We find that PAMs are capable of protecting neurons from glutamate induced neuronal
cell death. Most tested PAMs are capable of activating AKT without promoting intracellular
Ca’* release and blockage of AKT stimulation abrogates PAMs mediated neuroprotection.
PAMs are also capable of promoting neuroprotection in striatal neurons from a mouse model
of HD, BACHD, and one of the tested PAMs, VU1545, is more efficient to activate AKT and
promote neuroprotection in BACHD neurons than in wild type (WT) neurons. Thus, our results
indicate that mGIuR5 PAMs exhibit the potential to prevent neuronal death as these drugs

activate protective pathways without promoting increased Ca’ release.



Material and Methods

Material: Neurobasal media, N2 and B27 supplements, glutamax (50 ug/ml penicillin and 50
ug/ml streptomycin), Fura-2, and Live/Dead viability assay were purchased from Life
Technologies (Sao Paulo, Brazil). (S)-3,5-dihydroxylphenylglycine (DHPG), 2-methyl-6-
(phenylethynyl)-pyridine (MPEP), [(3-Fluorophenyl)methylene]hydrazone-3-
fluorobenzaldehyde (DFB), N-[1-(2-Fluorophenyl)-3-phenyl-1H-pyrazol-5-yl]-4-nitrobenzamide
(VU1545), and 3-Cyano-N-(1,3-diphenyl-1H-pyrazol-
5-yl)benzamide (CDPPB) were purchased from Tocris Cookson Inc. (Ellisville, MO). Horseradish
peroxidase-conjugated anti-rabbit 1gG secondary antibody was from BioRad (Hercules, CA).
ECL Western blotting detection reagents were from GE Healthcare (Buckinghamshire, UK).
Rabbit anti-phospho AKT and anti-AKT antibodies were from DB Biotech (Kosice, Slovak). N-{4-
Chloro-2-[(1,3-dioxo-1,3-dihydro-2H-isoindol-2-yl)methyl]phenyl}-2-hydroxybenzamide

(CPPHA), 2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-1(4H)-benzopyran-4-one hydrochloride (LY294002) and

all other biochemical reagents were purchased from Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brazil).

Mouse model: FVB/NJ (wild type) and FVB/N-Tg(HTT*97Q)IXwy/J (BACHD) trangenic mice
(Gray M 2008, Neurobiology of Disease) were purchased from Jackson Laboratory (Bar Harbor,
ME). Mice were housed in an animal care facility at 232C on a 12 h light/12 h dark cycle with
food and water provided ad libitum. Animal care was in accordance with the Universidade

Federal de Minas Gerais Ethics Committee in Animal experimentation, CETEA.

Neuronal primary culture preparation: Neuronal cultures were prepared from the striatal
region of E15 mouse embryo brains. Animal procedures were approved by Ethics Committee

in Animal experimentation, CETEA/UFMG. After dissection, striatal tissue was submitted to
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trypsin digestion followed by cell dissociation using a fire-polished Pasteur pipette. Cells were
plated on poly-L-ornithine coated dishes in neurobasal media supplemented with N2 and B27
supplements, 2 mM glutamax, 50 ug/ml penicillin, and 50 pg/ml streptomycin. Cells were
incubated at 372C and 5% CO2 in a humidified incubator and cultured for 10 to 12 days in vitro

(DIV) with media replenishment every 4 days.

AKT activation experiments: Neuronal primary cultures from WT and BACHD embryos were
incubated in Hank’s balanced salt solution (HBSS) for 20 min at 37°C. Cultures were then
stimulated with DHPG, CPPHA, DFB, VU1545, and CDPPB at concentrations indicated in the
Figure Legends for 5 min at 37°C. When LY294002 was used, it was added 5 min prior to and
kept during mGIuRS5 stimulation. Neurons were lysed in RIPA buffer (0.15 M NaCl, 0.05 M tris-
HCI, pH 7.2, 0.05 M EDTA, 1% nonidet P40, 1% Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1%
SDS) containing protease inhibitors (1 mM AEBSF and 10 pg/ml of both leupeptin and
aprotinin). 50 ug of total cellular protein for each sample were subjected to SDS-PAGE,

followed by electroblotting onto nitrocellulose membranes.

Immunoblotting: Membranes were blocked with 5% BSA in wash buffer (150 mM NaCl, 10 mM
Tris-HCI, pH 7.0, and 0.05% Tween 20) for 1h and then incubated with rabbit anti-phospho AKT
(5473) (1:1000) antibodies in wash buffer containing 3% BSA for 2h at room temperature.
Membranes were rinsed three times with wash buffer and then incubated with secondary
horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit 1gG diluted 1:5000 in wash buffer
containing 3% skim milk for 1h. Membranes were rinsed three times with wash buffer and
incubated with ECL Western blotting detection reagents. Antibodies were then stripped and
membranes were incubated with anti-AKT (1:1000) for 2h and probed with secondary antibody

to determine total AKT expression. Non-saturated, immunoreactive AKT bands were



qguantified by scanning densitometry. Immuno-band intensity was calculated using Imagel
software and the number of pixels of AKT phospho-bands was divided by the number of pixels

of total AKT to normalize phosphorylation levels of kinases to total kinase expression.

Cell death assay: Neurons were incubated for 20 hours with either vehicle or drug (glutamate,
DHPG, MPEP, CPPHA, DFB, VU1545, CDPPB and/or LY294002), as indicated in the Figure
Legend, and cell death was determined by Live/Dead viability assay, as described previously
(Ribeiro et al, 2010). Briefly, neurons were stained with 2 uM Calcein acetoxymethyl ester
(AM) and 2 uM ethidium homodimer-1 for 15 min and the fraction of live (Calcein AM positive)
and dead (ethidium homodimer-1 positive) cells were determined. Neurons were visualized by
fluorescence microscopy and images were captured using a Floid™ Cell Imaging Station (Life
Technologies; Foster City, CA). Images were captured and scored by a blinded observer and a
minimum of 300 cells were analyzed per well in triplicate using Imagel software. Dead cells

were expressed as a percentage of the total number of cells.

Measurement of intracellular Ca®* concentration: Neuronal primary cultures from WT and
BACHD embryos seeded on 12 mm coverslips were loaded with 0.2 uM fura-2 AM for 20 min
at 37°C. Coverslips were washed with HBSS and inserted into a cuvette filled with 2 mL of
HBSS. Neurons were stimulated with 10 uM CPPHA, 10 uM DFB, 10 uM VU1545, 10 uM CDPPB,
10 uM DHPG or 30 mM KCI and illuminated with alternating 345- and 380-nm light, with the
510-nm emission detected using a PTI spectroflurimeter. Baseline (60 sec) measurements
were obtained before addition of agonist. Intracellular Ca®* concentration ([Ca’']) was
calibrated using the method of Grynkiewicz et al. (Grynkiewicz et al., 1985). The increase in

[Ca™]; promoted by depolarization induced by 30 mM KC| was taken as 100%.



Data Analysis: Means + SEM are shown for the number of independent experiments indicated
in Figure Legends. GraphPad Prism software was used to analyze data for statistical
significance and for curve fitting. Statistical significance was determined by analysis of

variance (ANOVA) testing followed by post-hoc Multiple Comparison testing.



Results:

Neither activation nor blockage of mGIuR5 is efficient to protect against glutamate induced

neuronal cell death.

Increased levels of glutamate promote neuronal cell death by activating excitotoxic
mechanisms mainly due to augmentation of cytosolic Ca®* concentration (DiFiglia, 1990;
Nicoletti et al., 1996; Calabresi et al., 1999). Primary cultured striatal neuronal stimulated with
50 uM glutamate for 20h exhibited 29.46 + 0.7% neuronal cell death above basal levels (Fig. 1).
Higher levels of glutamate, such as 100 and 250 uM glutamate, promoted 36.82 + 2.1% and
52,23 + 3,5% neuronal cell death, respectively (data not shown). Glutamate-mediated
excitotoxic neuronal cell death occurs mainly via NMDAR activation, although, group 1 mGluRs
stimulation also play a role in this cell death process (DiFiglia, 1990; Nicoletti et al., 1996;
Calabresi et al., 1999). As it is not clear whether mGIuR1/5 activation can exacerbate or
protect against neuronal cell death, we decided to investigate whether either MPEP, which is
an mGIuUR5 negative allosteric modulator (NAM) that acts as an inverse agonist, or DHPG,
which is a mGIuR1/5 agonist, could protect against glutamate induced neuronal cell death.
MPEP was not efficient to protect neurons from glutamate induced neuronal cell death (Fig.
1E). Moreover, MPEP in the absence of glutamate was neurotoxic (Fig. 1E). DHPG treatment
decreased glutamate induced neuronal death; however the difference in neuronal death
between cells treated with glutamate and glutamate + DHPG did not reach statistical
significance (Fig. 1E). mGIuR5 can both increase cytosolic Ca*" concentration and activate
protective pathways (Rong et al., 2003; Hou and Klann, 2004; Mao et al., 2005). Thus, the
failure of mGIUR5 agonists and antagonists to promote neuroprotection might be due to

overstimulation of Ca** release and blockage of protective pathways, respectively.



mGIuR5 PAMs activate AKT without increasing intracellular Ca®* concentration and p

against glutamate induced neuronal cell death.

Drugs acting on mGIluR5 that could activate protective pathways, such as AKT, but
without triggering Ca®* release, might have effective neuroprotective actions. It has been
demonstrated that mGIuR5 PAMs can activate one signalling pathway without triggering
others (Chen and Conn 2008, Drugs Fut. 33, 355-365). Thus, we decided to investigate whether
PAMs in the absence of agonist were able to promote AKT activation without triggering Ca**
release. To test that, striatal neuronal cultures were labeled with FURA2-AM and stimulated
with 10 uM CPPHA, 10 uM DFB, 10 uM VU1545, 10 uM CDPPB, 10 uM DHPG, or 30 mM KCl.
DFB, VU1545 and CDPPB did not promote an increase in [Ca*"]; above basal levels (Fig. 2).
CPPHA increased [Ca’'], above basal levels; however CPPHA stimulated Ca®* release was

2+]i

inferior to that promoted by DHPG (Fig. 2). DHPG promoted an increase in [Ca”"]; that was

62.87 + 10,0% of that promoted by 30 mM KCI depolarization (Fig. 2).

To determine whether PAMs could activate AKT in the absence of an mGIuR5 agonist,
we stimulated primary cultured striatal neurons with PAMs and determined AKT
phosphorylation by Western blot experiments. 10 and 100 uM CPPHA promoted a slight
increase in AKT activation (Fig. 3A and 3B). However, statistical analysis indicated that AKT
activation by CPPHA was not different from AKT basal activation levels (Fig. 3A and 3B). 10 uM
DFB was not sufficient to activate AKT above basal levels (Fig. 3C and 3D). However, 100 uM
DFB was efficient to promote AKT activation above basal levels and DFB-mediated AKT
activation was as robust as that promoted by 10 uM DHPG (Fig. 3C and 3D). In addition, both
VU1545 at the concentration of 10 and 100 uM (Fig. 3E and 3F) and CDPPB also at the
concentration of 10 and 100 uM (Fig. 3G and 3H) activated AKT above basal levels as robustly
as 10 uM DHPG. As VU1545 and CDPPB promoted AKT phosphorylation as efficiently at the

concentration of 10 uM as at the concentration of 100 UM, we decided to test whether these



drugs could activate AKT when employed at lower concentrations. Both VU1545 (Fig. 4A and
4B) and CDPPB (Fig. 4C and 4D) at the concentrations of 0.1 and 1 uM were efficient to
promote AKT activation above basal levels. Moreover, AKT activation by VU1545 (Fig. 4A and
4B) and CDPPB (Fig. 4C and 4D) at the concentrations of 0.1 and 1 uM were as efficient as 10
UM DHPG to promote AKT activation. These data indicate that mGIuR5 PAMs can activate AKT
in the absence of an mGIuR5 agonist, having the potential to be neuroprotective. Moreover

low doses of VU1545 and CDPPB could be sufficient to induce neuroprotection.

As most tested mGIuR5 PAMs were efficient to activate AKT without promoting
increased [Ca®], we decided to test whether these drugs could be neuroprotective. To
investigate that, primary cultured striatal neurons were treated with glutamate in the
presence or absence of PAMs for 20h. Neuronal cell death induced by 50 and 100 pM
glutamate was significantly reduced by co-stimulating the cultures with CPPHA, DFB, VU1545,
and CDPPB at the concentration of 10 (Fig. 5A) and 1 uM (Fig. 5B). These data highlights the

potential of mGIuR5 PAMs as neuroprotective drugs.

PAMs neuroprotective effect is dependent on AKT activation.

To determine whether AKT activation by PAMs was important for mGIuR5 PAMs
neuroprotective effect, we have blocked AKT stimulation by using a phosphoinositide 3-kinase
(P13K) inhibitor, LY294002. PI3K is responsible for phosphorylating AKT on the serine-473,
promoting AKT activation (Rong 2003). Thus, blocking PI3K with LY293002 leads to AKT
inhibition. Western blot experiments indicated that primary cultured striatal neurons that
were pre-incubated with 25 uM LY294002 for 5 min prior to 10 uM VU1545 stimulation for 5
min exhibited no AKT phosphorylation above basal levels (data not shown). To test whether
AKT activation by VU1545 was responsible for VU1545 induced neuroprotection, we have

added 25 puM LY294002 to primary cultured striatal neurons that were treated with either 50



UM glutamate or 50 puM glutamate + 1 uM VU1545 for 20h. VU1545 neuroprotection against
glutamate induced neuronal cell death was eliminated by the addition of 25 uM LY294002 (Fig.
6). These data indicate that VU1545-mediated neuroprotection is dependent on AKT

activation.

mGIuR5 PAMs can protect striatal neurons from a mouse model of HD against glutamate

induced neuronal cell death.

To test whether mGIuR5 PAMs could be an efficient neuroprotective drug in
neurodegenerative diseases, we have tested these compounds in primary cultured striatal
neurons from a mouse model of HD, BACHD. Neuronal cell death induced by glutamate was
slightly higher in BACHD neurons than in WT neurons (Fig. 7). However, this difference did not
reach statistical significance. When both WT and BACHD neurons were co-stimulated with 1
1M CPPHA (Fig. 7A), 1 pM DFB (Fig. 7B), 1 uM VU1545 (Fig. 7C), and 1 uM CDPPB (Fig. 7D),
glutamate induced neuronal cell death was significantly reduced. Interestingly, VU1545
neuroprotective effect appeared higher in BACHD neurons than in WT neurons (Fig. 7C).
Supporting these observations, statistical analysis (two-way ANOVA) indicated that there is a

significant interaction between genotype and VU1545 treatment [+(2.030)=3,446; p=0.045].

We have previously demonstrated that AKT activation by DHPG appeared more
pronounced in neurons from a knock-in mouse model of HD than in control mice, although
these difference did not reach statistical significance (Ribeiro et al 2010). Thus, we decided to
investigate whether the increased neuroprotective effect of VU1545 in BACHD neurons could
be due to increased AKT activation in BACHD striatal neurons. To test that, primary cultured
striatal neurons from WT and BACHD embryos were stimulated with either 10 uM DHPG or 10
UM VU1545. 10 uM DHPG promoted AKT activation in BACHD neurons to the same levels as

those observed in WT neurons (Fig. 8A and 8B). However, VU1545-mediated AKT



phosphorylation was more pronounced in BACHD neurons than in WT neurons (Fig. 8A and

8B).

Stimulation of striatal neurons from a knock-in and from a transgenic mouse model of
HD with either glutamate or DHPG causes increased [Ca™], as compared to that observed in
neurons from control mice (Tang et al 2003, Tang et al 2005, Ribeiro et al 2010). VU1545 did
not increase [Ca®']; in WT striatal neurons above basal levels (Fig. 2). To test the effect of
VU1545 on [Ca®"]; in BACHD neurons, primary cultured striatal neurons from BACHD mice were
labeled with FURA2-AM and stimulated with 10 pM VU1545. As observed in the case of WT
i

neurons, VU1545 did not promote an increase in BACHD neurons [Ca“"]; above basal levels

**]: in BACHD neurons were not different of

(data not shown). Moreover, the levels of [Ca
those observed in WT neurons (data not shown). Taken together, these data indicate that
VU1545 does not trigger increased [Ca**]; when stimulating either BACHD or WT striatal

neurons. Moreover, VU1545 can be more efficient to promote AKT phosphorylation and

neuroprotection in BACHD than in WT neurons.



Discussion

The loss of neuronal tissue is the main factor leading to the development of
neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s disease (AD), Parkinson’s disease (PD) and
HD (Donev R, Kolev M 2009, J Cell Mol Med 4329-48; Bagetta V, Ghiglieri V 2010 Biochem Soc
Trans 493-7; Vonsattel 1985, Ribeiro 2011 Molecular Neurobiology). Thus, a drug that could
protect neurons from cell death processes would be an important therapeutic tool to treat
such diseases. In the present study we show that mGIuR5 PAMs, such as CPPHA, DFB, VU1545,
and CDPPB, have a significant neuroprotectitive effect, reducing glutamate induced neuronal
cell death. mGIuR5 PAMs are capable of activating AKT without promoting increased [Ca®']..
Moreover, mGIuR5 PAMs neuroprotective effect is dependent on AKT activation, as blockage
of this kinase leads to loss of PAMs-mediated neuroprotection. Importantly, PAMs potential as
drugs to treat neurodegenerative diseases is highlighted by the neuroprotection exerted by
PAMs on BACHD neurons stimulated with excitotoxic concentrations of glutamate. Moreover,
VU1545 is more efficient to activate AKT in primary cultured BACHD striatal neurons, which

seems to potentiate the neuroprotective effect of this drug.

mGIluR5 stimulation can lead to activation of pathways that can either protect neurons
from cell death or exacerbate neurotoxicity (Zeron 2002, Shiefer 2004, Tang 2005, Bruno 2001,
Baskis 2005). Activation of intracellular Ca** release by mGIuR5 occurs via Gag; proteins,
leading to activation of phospholipase CB1 and InsP3 production. High levels of [Ca®']; can
contribute to excitotoxic processes, exacerbating neuronal death (Orrenius S, Zhivotovsky B,
2003, Nat Rev Mol Cell Biol 552-65). Moreover, mGIuR5 contributes to NMDAR activation,
which may also add to neurotoxicity as NMDAR stimulation is intimately associated with
excitotoxic neuronal cell death (Awad H 2000 J Neurosci 20, 7871-9). In agreement with this

rationale, mGIuR5 blockage with MPEP decreases glutamate-induced apoptosis of striatal

neurons from a transgenic HD mouse model (Tang et al., 2005). However, our data show



opposite results, as we have demonstrated that MPEP is not capable of reducing glutamate
induced neuronal cell death (Fig. 1). In addition, MPEP is neurotoxic when applied in the
absence of glutamate (Fig. 1). We have stimulated the neurons with glutamate in the presence
or absence of MPEP for 20h, instead of 8h as performed by (Tang et al 2005). Thus, it is
possible that MPEP could be neuroprotective initially as it blocks Ca®" release, but, as it also
blocks activation of protective pathways, it becomes toxic when applied for longer periods. In
addition to activating Ca’* release via InsP3 receptors, mGIuR5 can also activate
neuroprotective pathways, such as ERK1/2 and AKT (Mao 2005, Rong 2003). Consistent with a
mMGIuR5 neuroprotective role, it has been shown that DHPG can protect against NMDAR
induced neuronal cell death (Bruno et al., 2001; Baskys et al., 2005). We have shown here that
DHPG offers a tendency to be neuroprotective against glutamate induced neuronal cell death.
However, this neuroprotection is not statistically significant (Fig. 1). In addition to activate
neuroprotective pathways, DHPG also triggers Ca** release from intracellular stores, which
might contribute to excitotoxicity. We hypothesize that neither blocking mGIuR5 with MPEP

nor activating it with DHPG is the best strategy to promote neuroprotection.

The activation of AKT by group | mGluRs involves PI3K and phosphoinositide-
dependent kinase (PDK1) (Rong et al., 2003; Hou and Klann, 2004). A PI3K enhancer (PIKE)
couples group | mGIuRs to PI3K via Homer proteins (Rong et al., 2003). Importantly, formation
of the functional complex mGluR1-Homer-PIKE allows PI3K activation by PIKE, which results in
reduced apoptosis (Rong et al., 2003). Thus, activation of AKT by mGIuR5 appears to be
independent of the InsP3/Ca’* pathway. It has been demonstrated that mGIuR5 PAMs have
the potential to activate one signalling pathway without triggering others (Chen and Conn
2008, Drugs Fut. 33, 355-365; Zhang Y and Rodriguez 2005). Stimulation of cortical astrocytes
with DFB, CPPHA and CDPPB in the absence of mGIuR5 agonist fails to increase Ca”" release
above basal levels (Zhang Y and Rodriguez 2005, Bradley SJ, Watson JM Molecular

Pharmachology 2009). However, DFB and CPPHA increase ERK1/2 activation even in the



absence of mGIuR5 agonist in cortical astrocytes (Zhang Y and Rodriguez 2005). Moreover,
primary cultured cortical neurons treated with CDPPB exhibit high levels of ERK1/2 activation
(Chen T 2012, Neurochem Res). As mGIuR5 activates ERK1/2 and AKT in a similar manner,
which occurs via HOMER, we decided to investigate whether mGIuR5 PAMs could activate AKT
in the absence of agonist. Our data show that mGIuR5 PAMs are efficient to activate AKT
without promoting increased [Ca*']. AKT activation by mGIuR5 PAMs appears to be essential
for preventing glutamate induced neuronal death, as blockage of AKT activation abrogates

PAMs induced neuroprotection.

CPPHA stimulation promotes a slight increase in AKT activation; however this increase
is not statistically different from basal AKT activation (Fig. 3). Despite of not being able to
robustly activate AKT, CPPHA, as the other tested mGIuR5 PAMs, offers neuroprotection
against glutamate induced cell death (Fig. 5). AKT is not the only protective pathway activated
by mGIuR5, as it has been demonstrated that stimulation of this receptor can also activate
ERK1/2, promoting neuroprotection (Mao 2005). Supporting this hypothesis, it has been
demonstrated that administration of CPPHA to cortical astrocytes stimulates increased ERK1/2
activation (Zhang 2005). Thus, it is possible that CPPHA, as well as other PAMs, could also
activate ERK1/2 to promote neuroprotection. Moreover, it is also possible that a different
dose of CPPHA, as well as a different period of stimulation with this drug could have led to
robust AKT activation. Neurons were incubated with drugs for 20h during cell death
experiments and only for 5 min in the case of AKT activation assays. Therefore, although we
do not observe AKT activation when neurons are stimulated for 5 min with CPPHA, we cannot
rule out the possibility that the neuroprotection offered by CPPHA when this drug is applied
for 20h is dependent on AKT. Thus, CPPHA neuroprotective mechanism might involve AKT
activation, as well as other protective pathways, and further experiments will be important to

elucidate this point.



AKT activation can protect against neuronal death (Datta et al., 1999; Kandel and Hay,
1999). Moreover, AKT can also promote phosphorylation of mutated Htt protein, which
functions to reduce Htt aggregate formation and neuronal cell death, providing a protective
pathway in HD (Humbert et al., 2002; Warby et al., 2009). We and others have shown that
basal AKT phosphorylation is increased in HD (Gines 2003, Ribeiro 2010). Furthermore, basal
AKT activation appears to be dependent on glutamate receptors as both NMDAR antagonist
MK801 and mGIuR5 antagonist MPEP decrease AKT activation in HD neurons to WT levels
(Gines 2003, Ribeiro 2010). DHPG mediated AKT activation in striatal neurons from a knock-in
(Ribeiro et al 2010) and a transgenic (Fig. 8) mouse model of HD is not different from that
observed in control neurons. Interestingly, VU1545 promotes higher levels of AKT activation in
BACHD striatal neurons than in WT neurons (Fig. 8). Moreover, VU1545 appears more efficient
to prevent cell death of BACHD neurons than of WT neurons (Fig. 7). These data highlights the
potential of mGIUR5 PAMs, especially VU1545, as therapeutic tools to prevent the neuronal

cell death that takes place in HD.

mGIuR5 PAMs are very selective to mGIuR5 and are currently being tested to treat
other disorders of the central nervous system (Ritzen et al. 2005, Basic. Clin. Pharmacol.
Toxicol. 97, 202-213; Conn et al. 2009, Trends Pharmacol. Sci. 30, 25-31; Rodriguez AL, Conn
PJ Mol Pharmacol. 2010 Dec;78(6):1105-23). In vivo animal tests and human clinical trials
indicate that mGIuR5 PAMs might be a good therapeutic option to treat schizophrenia,
exhibiting low toxicity and being well tolerated by patients (Rodriguez AL, Conn PJ Mol
Pharmacol. 2010 Dec;78(6):1105-23; Spear N, Eur J Pharmacol. 2011 Jun 1;659(2-3):146-54;
Gray et al. 2012, Curr. Pharm. Biotechnol., Epub ahead of print). The data presented here
demonstrate that mGIuRS PAMs can activate AKT without promoting increased [Ca®'];, offering
neuroprotection against glutamate induced neurotoxicity. Moreover, VU1545 activates AKT
and protects neurons from a mouse model of HD in a more robust manner than that observed

in the case of WT neurons. Thus PAMs are potential drugs to treat neurodegenerative



diseases, especially HD. As HD diagnostic can be established early in life by genotypic tests,

mGIuR5 PAMs could be used to slow neuronal loss and, consequently, disease progression.
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Figure 1: MPEP and DHPG do not protect against glutamate induced neuronal cell death. Shown
is a representative image for primary cultured striatal neurons labeled with calcein AM (A, green,
live cells) and ethidium homodimer-1 (B, red, dead cells) exhibiting basal neuronal death. Also
shown is a representative image for primary cultured striatal neurons treated with 50 uM
glutamate for 20h and labeled with calcein AM (C) and ethidium homodimer-1 (D). Graph shows
percentage of neuronal cell death in primary cultured striatal neurons that were treated with 10

UM MPEP, 10 uM DHPG, 50 uM glutamate, 10 uM MPEP + 50 uM glutamate, and 10 uM DHPG +



50 puM glutamate for 20 hours. Data represent the means * SEM of four independent

experiments.
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Figure 2: mGIuR5 PAMs do not promote increased intracellular Ca** concentration. Graph shows
intracellular Ca®* concentration in primary cultured striatal neurons stimulated with 10 uM CPPHA,
10 uM DFB, 10 uM VU1545, 10 uM CDPPB, and 10 uM DHPG. Data represent the means + SEM of
six independent experiments expressed as percentage of 30 mM KCl induced Ca®* release.

Asterisks indicate significant differences as compared to basal Ca®* release (p<0.05).
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Figure 3: DFB, VU1545, and CDPPB promote AKT activation. Shown are representative
immunoblots for phospho- (upper panel) and total-AKT expression (lower panel) in primary

cultured striatal neurons that were either untreated (NT) or treated with 10 uM DHPG, 10 or 100



1M CPPHA (A), 10 or 100 uM DFB (C), 10 or 100 uM VU1545 (E), and 10 or 100 uM CDPPB (G) for
5 min. 100 pg of cell lysate is used for each sample. Graphs show the densitometric analysis of
phospho-AKT normalized to total-AKT expression in primary cultured striatal neurons that were
either untreated (NT) or treated with 10 uM DHPG, 10 or 100 uM CPPHA (B), 10 or 100 uM DFB
(D), 10 or 100 uM VU1545 (F), and 10 or 100 uM CDPPB (H) for 5 min. Data represent the means
+ SEM of six independent experiments, expressed as percentage of basal AKT phosphorylation.

Asterisks indicate significant differences as compared to untreated neurons (p<0.05).
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Figure 4: VU1545 and CDPPB promote AKT activation even at lower concentrations. Shown are
representative immunoblots for phospho- (upper panel) and total-AKT expression (lower panel) in
primary cultured striatal neurons that were either untreated (NT) or treated with 10 uM DHPG,

0.1 or 1 uM VU1545 (A), and 0.1 or 1 uM CDPPB (C) for 5 min. 100 pg of cell lysate is used for



each sample. Graphs show the densitometric analysis of phospho-AKT normalized to total-AKT
expression in primary cultured striatal neurons that were either untreated (NT) or treated with 10
UM DHPG, 0.1 or 1 uM VU1545 (B), and 0.1 or 1 pM CDPPB (D) for 5 min. Data represent the
means + SEM of six independent experiments, expressed as percentage of basal AKT
phosphorylation. Asterisks indicate significant differences as compared to untreated neurons

(p<0.05).
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Figure 5: mGIuR5 PAMs protect against glutamate induced neuronal cell death. Graph shows
percentage of neuronal cell death induced by either 50 or 100 uM glutamate in primary cultured
striatal neurons that were either untreated (no PAM) or treated with CPPHA, DFB, VU1545 and
CDPPB at the concentrations of 10 (A) and 1 (B) uM for 20 hours. Data represent the means +

SEM of four independent experiments. Asterisks indicate significant differences as compared to

neurons treated with glutamate in the absence of PAMs (p<0.05).
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Figure 6: PAMs mediated neuroprotection is dependent on AKT activation. Graph shows
percentage of neuronal cell death in primary cultured striatal neurons that were treated with 50
UM glutamate, 25 uM LY294002 + 50 uM glutamate, 10 uM VU1545 + 50 uM glutamate, and 10
UM VU1545 + 25 uM LY294002 + 50 uM glutamate for 20 hours. Data represent the means + SEM
of four independent experiments. Asterisk indicates significant difference as compared to

neurons treated with glutamate (p<0.05).



98

Figure 7

| WT
® + I BACHD

>

S
S
'S
g

w
<
w
=3

(% of cells)
S

-
o

S
Cell death over basal
(% of cells)
S

Cell death over basal

o

A <)
R Q
&K
C " WT D " | WT
=  40- * r I BACHD T 40 * I B BACHD
% —_ g ==
T B 30 =@ 30 |
$3 > § _—
28 Ll ° LN
£ %5 207 e £'%5 20
B9 %3
o X o X
] T
(& 0 o 0
& @ & A A2 @ @
& 8 & 8 o‘& o&o ’b&'b @6@
F F Ny N
& & & & &> o o &
x x x X
B P R L
N N OQ OQ
O R\ e &

Figure 7: mGIuR5 PAMs protect BACHD neurons from glutamate induced neuronal cell death.
Graphs show percentage of neuronal cell death induced by 50 uM glutamate in either BACHD or
WT primary cultured striatal neurons in the presence or absence of 1 uM CPPHA (A), 1 uM DFB
(B), 1 uM VU1545 (C), and 1 uM CDPPB (D) for 20 hours. Data represent the means + SEM of four
to six independent experiments. Asterisks indicate significant differences as compared to neurons

treated with glutamate in the absence of PAMs (p<0.05).
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Figure 8: VU1545 activates AKT more robustly in BACHD than in WT neurons. (A) Shown is a
representative immunoblot for phospho- (upper panel) and total-AKT expression (lower panel) in
primary cultured striatal neurons from either wild type (WT) or BACHD mice that were either
untreated (NT) or treated with 10 uM DHPG or 10 uM VU1545. 100 pg of cell lysate is used for
each sample. (B) Graph shows the densitometric analysis of phospho-AKT normalized to total-AKT
expression in primary cultured striatal neurons from either wild type (WT) or BACHD mice that
were either untreated (NT) or treated with 10 uM DHPG or 10 uM VU1545. Data represent the
means + SEM of six independent experiments, expressed as percentage of basal AKT
phosphorylation. Asterisk indicates significant difference as compared to matched treated wild

type (WT) neurons (p<0.05).
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