. SN
%2, ; .,.-;qﬁ.
0 ®%00cccee® )
*SoSTENBRO Deee”

Dissertacao de mestrado

Juliana Guimaraes Doria

Efeito neuroprotetor dos moduladores alostéricos positivos
do receptor metabotrépico de glutamato 5 na Doenca de

Huntington

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
Programa de Pds-Graduagdo em Neurociéncias
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB)

Belo Horizonte/MG, 01 de agosto de 2013



Dissertacédo de mestrado

Juliana Guimaraes Doria

Efeito neuroprotetor dos moduladores alostéricos positivos do

receptor metabotrépico de glutamato 5 na Doenca de Huntington

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Neurociéncias, do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Minas Gerais, como requisito
parcial a obtencdo do Titulo de Mestre.

Orientadora: Profa. Dra. Fabiola M.

Ribeiro

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
Programa de P6s-Graduagéo em Neurociéncias
Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB)

Belo Horizonte/MG, 01 de agosto de 2013



Déria, Juliana Guimaraes.

Efeito neuroprotetor dos moduladores alostéricos positivos do receptor
metabotrépico de glutamato 5 na doenca de Huntington [manuscrito] / Juliana
Guimardes Déria. - 2013.

74 f.: il.; 29,5 cm.

Orientadora: Fabiola M. Ribeiro.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Biolégicas.

1. Huntington, Doenca de - Teses. 2. Receptor metabotrépico de glutamato 5.
3. Enzimas alostéricas - Teses. 4. Regulacdo alostérica- Teses. 5. Neurociéncias -




COLABORADORES

CAPES (Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior)

FAPEMIG (Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais)

Ministério da Educacao da Republica Eslovaca



DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus adorados pais,
Zuleine e Cicero pelo amor incondicional, apoio e
exemplo e ao meu amado esposo Daniel por seu
amor e companhia.



AGRADECIMENTOS

Agradeco imensamente a minha querida orientadora profa. Fabiola por
ter me aceitado em seu laboratério, por me ensinar e orientar com tanta
paciéncia. Vocé viabilizou este trabalho e a realizagao deste sonho. Obrigada!

Agradeco a todas as IC’s, a Jéssica pela companhia e amizade sincera,
e especialmente a Ton Ton por ter dividido comigo horas e mais horas de
experimentos comportamentais.

Agradeco a Flavia e a Isabella pelo carinho, amizade e companhia.

A Leidiane pela amizade, horas de conversa e cuidados com 0s animais.

Agradeco a todos do Lab. RNAI, Kétia, Zamira, Roenick, Romina, Erick,
André, Isaque, Manu, Flavinha, Ana Paula e ao professor Jodo Trindade pela
companhia todos os dias e pelas muitas horas de excelente convivéncia.

Obrigada a profa. Grace pelo apoio com o0s experimentos
comportamentais, principalmente por nos ceder espaco em seu laboratério.

Agradeco ao Vinicius, Luciana e a Cristiane pela ajuda com os muitos
protocolos comportamentais.

Obrigada a profa. Luciene pelo carinho, paciéncia em assistir meus
seminarios e por seus conselhos muito Uteis.

Por fim, agradeco e dedico este trabalho a minha amada vové Nenza (in
memorian), que partiu e nos deixou seu exemplo de amor incondicional e

dedicagao ao proximo.



7

“O cientista ndo estuda a natureza porque ela é Uutil; ele a
estuda porque se deleita nela, e se deleita nela porque ela é
bela. Se a natureza nao fosse bela, ndo valeria a pena ser
conhecida, e se ndo valesse a pena ser conhecida, a vida néo
valeria a pena ser vivida.”

Henry Poincaré
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ABSTRACT

Huntington's disease (HD) is a neurodegenerative disorder, progressive
and hereditary, that evolves inevitably to death. Stimulation of metabotropic
glutamate receptor 5 (mGIuRS5), which is coupled to Gqq, promotes increased
levels of IP3 and intracellular Ca**, which can cause excitotoxicity. However,
activation of this receptor is also able to promote the activation of
neuroprotective pathways, including AKT and ERK, making this a good object of
study. Recent data demonstrate that mGIuUR5 positive allosteric modulators
(PAMs) may favor the activation of certain signaling pathways over others. The
results obtained by our study demonstrate that the mGIuR5 PAMs, DFB,
CDPPB and VU1545, are able to protect primary cultured striatal neurons from
cell death induced by glutamate insult. In vivo experiments using a transgenic
mouse model of HD (BACHD) indicate that these animals exhibit HD-related
symptoms, including impaired motor and cognitive functions. Moreover, CDPPB

sub-chronic administration was effective to ameliorate this cognitive impairment.

Keywords: Huntington’s Disease, mGIuR5, allosteric modulators, BACHD



RESUMO

A doenca de Huntington (DH) é uma desordem neurodegenerativa,
hereditaria e progressiva que evolui inevitavelmente para a morte. A
estimulacdo do receptor metabotrépico de glutamato 5 (mGIUR5), que é
acoplado a proteina Gqq, estimula a produgédo de IP3 e o aumento de Ca®'
intracelular, o que pode contribuir para a excitotoxicidade. No entanto, a
ativacdo desse receptor também €& capaz de promover a ativacdo de vias
neuroprotetoras, incluindo a via da AKT e ERK, tornando este um bom objeto
de estudo. Dados recentes demonstram que moduladores alostéricos positivos
do mGIuR5 (MAPs) podem privilegiar a ativacdo de determinadas vias de
sinalizacdo em detrimento a outras. Os resultados obtidos por nosso estudo
demonstraram que os MAPs do mGIluR5, DFB, CDPPB e VU1545, séo
capazes de proteger os neurbnios estriatais em cultura primaria da morte
celular induzida por insulto de glutamato. Experimentos in vivo com um
camundongo transgénico modelo da DH (BACHD) indicam que estes animais
apresentam sintomas caracteristicos da DH, incluindo comprometimento motor
e cognitivo. Além disso, a administracdo sub-crénica de CDPPB a esses

animais mostrou-se eficaz em amenizar o comprometimento cognitivo.

Palavras chave: Doenca de Huntington, mGIluR5, moduladores alostéricos,

BACHD



INTRODUCAO

1.1 Doenc¢a de Huntington

A Doenca de Huntington (DH) € uma desordem neurodegenerativa,
autossémica dominante, caracterizada pela triade de sintomas: movimentos
involuntarios do corpo, distarbios psiquiatricos e deméncia (Dowie et al.,
2010). Os sintomas se manifestam tipicamente na meia vida do individuo,
evoluem por cerca de 10 a 15 anos, culminando inevitavelmente na morte do
paciente. A DH é causada pela expansao instavel de repeticdes CAG no
éxon1do gene referente a proteina huntingtina (htt), localizado no
cromossomo 4pl6 (Gusella et al., 1983; Anborgh et al., 2005; Jin e Johnson,
2010; Ribeiro et al., 2010; The The Huntington's Disease Collaborative
Research Group, 1993) . Tal mutacdo resulta em uma expansao anormal de
uma cauda de poliglutamina na porcdo amino-terminal da proteina htt
(Faideau et al.,, 2010). Neuropatologicamente, a DH é caracterizada pela
perda progressiva de células neuronais dos nucleos putamen e caudado e
de regides neocorticais do cérebro (Young, 2003; Li e Li, 2004; Faideau et
al., 2010) havendo uma diminui¢céo global do volume cerebral (FIG. 1) (Ho et
al., 2003).

Nao existem dados concretos que permitam definir a prevaléncia da
DH no Brasil, mas estima-se que nos Estados Unidos a prevaléncia seja de
5 a 10 casos por 100.000 habitantes e a taxa de individuos com novas

mutacoes € de 1% a 3% (Hersch e Rosas, 2008).
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Figura 1. Comparativo cérebro de individuos com DH e individuos que ndo apresentam a
doenca. A figura mostra a reducéo do volume dos nucleos putdmen e caudado e de regides
neocorticais do cérebro com DH. Ao lado o cérebro de um individuo que néo apresenta a

DH.

1.2 Glutamato e doenca de Huntington

O glutamato, principal neurotransmissor excitatério do cérebro,
desempenha importante papel na plasticidade sinaptica, aprendizado,
memoaria e outras funcdes cognitivas (Mehta et al., 2013). Existem dois tipos
de receptores de glutamato: os ionotropicos e o0s metabotropicos. Os
receptores ionotropicos, receptor de NMDA (NMDAR) e de AMPA-Kainato,
sdo canais ibnicos, localizados principalmente no terminal pdés-sinaptico,
que se abrem com a ligacdo do glutamato, permitindo o fluxo dos fons Ca?*
e Na' diretamente para o interior das células, mediando respostas
neurotransmissoras rapidas (Masu et al., 1991). Os receptores

metabotrépicos de glutamato (mGIluRs) sdo acoplados a proteina G (O'brien
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et al., 2003). O glutamato tem acao excitatoria quando estimula receptores
ionotrépicos, no entanto, com relacdo aos receptores metabotrdpicos, sua
acdo é modulatodria, podendo ser tanto excitatoria quanto inibitéria (Masu et
al., 1991). Os oito receptores metabotropicos de glutamato sédo subdivididos
em trés subgrupos (I, Il e Ill), que se diferenciam entre si por sua
sequéncia, farmacologia e mecanismo de transmissao de sinais (O'brien et
al., 2003; Anborgh et al., 2005; Conn et al., 2005).

Os mGIuRs do grupo | (mGIluR1 e 5) sdo acoplados a proteina Gaq,
promovendo ativacdo da fosfolipase C (PLC). Os grupos Il (nGIuR2 e 3) e
Il (mGIuR4, 6, 7 e 8) sdo acoplados a proteina Gai e associados a uma
diminuicdo da producdo de adenosina monofosfato ciclico (AMPc), sendo
localizados principalmente na regido pré-sinaptica, onde regulam a
liberacdo de neurotransmissores, tais como o glutamato. Estes dois ultimos
grupos sao distintos por sua farmacologia (Conn e Pin, 1997; O'brien et al.,
2003). Todos os subtipos dos mGIuRs possuem um grande dominio amino-
terminal, onde esta presente o local de ligacdo do agonista, o glutamato
(O'hara et al., 1993; Conn e Pin, 1997; Bockaert e Pin, 1999; O'brien et al.,
2003).

Os mGIluRs do grupo | estédo localizados principalmente na regiao poés-
sinaptica, e sua ativacao € acoplada a via do mensageiro fosfatidilinositol
(P). Nesta via, a ligacdo do agonista ao seu receptor de membrana
promove a ativacdo da proteina Gag. Uma vez ativada, ligada a guanosina
trifosfato (GTP) a subunidade a se desacopla das subunidades By, ativando
a PLC que catalisa a hidrdlise do lipideo de membrana fosfatidilinositol 4,5-

bifosfato (PIP,) em diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). A
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DAG permanece na membrana plasmatica e atua no recrutamento de uma
proteina quinase C (PKC) dependente de Ca®'. O IP3 hidrossoltvel, se
difunde pelo citoplasma e se associa a receptores presentes na membrana
do reticulo endoplasmatico (RE). A ativacao destes receptores de IP; leva a
liberacdo de Ca®' presentes no RE para o citoplasma, onde esse fon
participa da ativagcdo da PKC e de varias outras proteinas (Masu et al.,
1991; Ritzen et al.,, 2005; Xu et al., 2009; Ribeiro et al., 2010). A
estimulacdo dos receptores mGIluR1/5 também leva a estimulacéo de outras
vias de sinalizacdo importantes para a proliferacdo e sobrevivéncia celular,
tais como a ativacdo das proteinas quinase B (AKT) e proteina quinase
regulada por sinais extracelulares (ERK) (FIG. 2) (Masu et al., 1991; O'brien
et al., 2003; Mao et al., 2005; Ritzen et al., 2005; Xu et al., 2009; Huang et
al., 2010). As proteinas AKT e ERK podem ser ativadas por meio da
proteina Homer. A ativacdo do mGIuR5 promove a formacdo de um
complexo Homer/PIKE, que ativa a fosfatidilinositol-3-kinase (PI3K) que, por

sua vez, fosforila a proteina AKT (Guhan e Lu, 2004; Mao et al., 2005).
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Figura 2: Sinalizagcao celular via mGIuRS5. A ligacdo do glutamato ao seu receptor promove
a ativacdo da proteina Gaq, ativando fosfolipase C (PLC). A PLC catalisa a hidrolise de
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) em diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3).
A DAG permanece na membrana plasmatica e recruta a proteina quinase C (PKC). O
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) hidrossolivel, se difunde pelo citoplasma e se associa a
receptores de IP; presentes na membrana do reticulo endoplasmatico (RE). Ao lado, a
fosforilagdo da proteina quinase B (AKT) ocorre pela interacdo do mGIluR5 com a proteina

HOMER.

1.3 Excitotoxicidade e neurodegeneracao

Excitotoxicidade é o processo pelo qual aminoacidos excitatérios
promovem neurodegeneracado, constituindo na principal causa de morte celular
em muitas doencas agudas do sistema nervoso central (SNC), incluindo

acidente vascular cerebral, traumatismo e epilepsia, e ocorrendo também em
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doencas crbnicas, como a esclerose amiotréfica lateral, doenca de Parkinson
(DP), doenca de Alzheimer (DA) e DH. A liberacdo excessiva e recaptacdo
ineficiente de neurotransmissores excitatérios promovem hiperatividade de
seus receptores e, eventualmente, a morte neuronal (Aarts e Tymianski, 2004;
Nicholls, 2004).

Em condicdes fisioldgicas, o glutamato liberado a partir de terminais pré-
sinapticos atua sob receptores pds-sinapticos e promove despolarizacéo, o que
leva a liberacdo de Mg?* a partir dos NDMAR, permitindo a passagem de Ca?*
através deste canal. Os receptores AMPA sdo comumente Co-expressos com o
NMDAR nas sinapses, onde em conjunto, contribuem para o processo de
plasticidade sinaptica, que estd envolvida nos processos de aprendizado e
memoria (Mehta et al., 2013).

Diversos estudos sugerem que niveis elevados de Ca®*' estdo
relacionados com a morte celular de neurénios do corpo estriado na DH
(Zhang et al., 2008; Ribeiro et al., 2010). Existem pelo menos trés
mecanismos diferentes que explicam o aumento do Ca®* intracelular na DH:
1) a proteina htt mutante causa uma sensibilizacdo do receptor de NMDA,
resultando em um aumento do Ca*"* intracelular nos neurdnios (Chen et al.,
1999; Sun et al., 2001; Chen et al., 2008) 2) a htt desestabiliza a regulacéo
mitocondrial de Ca** (Panov et al., 2002; Choo et al., 2004); 3) a htt
sensibiliza o receptor de IP3, 0 que resulta em uma maior liberacdo de Ca**
dos estoques intracelulares (Tang et al., 2005).

Os receptores mGIuR5 s&do expressos em grande quantidade nas
células do corpo estriado, e sua sinalizagdo celular é alterada em

hQ111/Q111

camundongos modelo da DH Hd (camundongos com expansao de
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111 glutaminas na regido amino-terminal) quando comparados com
camundongos controle Hdh??%??° (Ribeiro et al., 2010). Em camundongos
HdhQMYRML "3 htt mutante leva a uma dessensibilizacdo dos receptores
MGIuRS5, o que resulta em uma menor formacédo de IP3 e curiosamente em
um aumento da liberacdo de Ca** dos estoques intracelulares (Ribeiro et
al., 2010).

Por outro lado, a ativacdo das vias protetoras da morte neuronal,
envolvendo AKT e ERK1/2, pelo mGIuR5 ocorre de maneira mais

pronunciada em camundongos Hdh®!1/Q11

jovens, quando comparados a
camundongos controle Hdh®?*?% indicando uma resposta adaptativa dos
neurdénios Hdh?*QM! "hem como o papel neuroprotetor do mGIuR5 na DH
(Ribeiro et al., 2010).

A presenca da proteina htt mutada nas células desencadeia uma
série complexa e pouco compreendida de eventos bioquimicos deletérios
que, de forma progressiva, pode ocasionar o estresse neuronal, resultando
em disfuncdo fisiolégica e neurodegeneracdo. Uma hipGtese € que o0s
neurbnios estriatais expressam principalmente os subtipos NR1A/NR2B do
NMDAR (Calabresi et al., 1999; Tang et al., 2005), e que a htt mutante
aumenta seletivamente a atividade destes canais quando comparado com 0s
outros subtipos de NMDAR (Tang, 2003).

Na presenca da htt mutada, a estimulagio de NMDARs com
subunidades NR1A/NR2B promovem alto influxo de Ca®* que, em excesso no
citosol é transportado para a mitocondria. Com o tempo, a capacidade de

armazenamento de Ca®" pela mitocondria é excedida, levando & liberacéo de

citocromo-c para o citosol e ativacdo de caspases que participam da via
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intrinseca de apoptose (Calabresi et al., 1999; Tang, 2003; Tang et al., 2005).
Isto sugere que a neurodegeneracao tardia que ocorre nos neurdnios estriatais
na DH possa ser pelo menos em parte resultado da perda da capacidade de

armazenamento de Ca?* mitocondrial (FIG. 3) (Tang et al., 2005).

A i i y B Neurdnio estriatal na DH
Neurénio estriatal normal

° glutamate

.glutamate

4 calpain

ER

Figura 3. Sinalizac&o celular em neurénio estriatal normal e na DH. O glutamato liberado
estimula os receptores NMDA (NMDAR) com subunidades NR1A/NR2B e mGIuR5 em
neurdnios estriatais. (A) Em neurdnios normais, a ativagdo NMDAR promove influxo de Ca® e
ativacdo do mGIuR5. A ativacdo do mGIuR5 estimula a fosfolipase C (PLC), através da
proteina G formando diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). A ativagdo do mGIuR5
coopera com a ativacdo de NMDAR em grande parte através da DAG, que ativa a proteina
quinase ¢ (PKC). O IP; promove liberacdo de Ca”" do reticulo endoplasmatico (ER). (B) A
proteina huntingtina (htt) mutante desestabiliza a sinalizacdo de Ca® através de dois
mecanismos: aumento da resposta dos NMDAR, provavelmente pela diminuicdo a interacdo
com o complexo PSD95-NR1A/NR2B e sensibilizacdo dos receptores de IP; (IP3R). O

resultado é aumento intracelular de Ca**, de caspase e calpaina e ativacdo da via de apoptose.

1.4 Drogas com agdo no mGIuR5

Muitos dos agonistas e antagonistas utilizados no estudo da funcéo dos

mGIuRs foram desenvolvidos como analogos do glutamato e agem por meio da
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ligacdo ao sitio ortostérico do ligante enddgeno (glutamato) ou perto dele, no
dominio amino-terminal (O'brien et al., 2003).

Os moduladores alostéricos sao substancias que se ligam a um
determinado receptor em uma regidao diferente daquela em que se liga o
agonista enddgeno (sitio ortotestérico), e somente possuem atividade na
presenca do ligante endégeno ou ortostérico, como o glutamato. O 2-metil-
6(feniletinil) piridina (MPEP), modulador alostérico negativo (MAN) seletivo do
mMGIuR5, foi um dos primeiros compostos com acdo antagonista para o
MGIURS5. Ele atua estabilizando a conformacédo do receptor na forma inativa,
reduzindo a capacidade de o glutamato formar IP3, sem, entretanto, afetar a
afinidade entre o glutamato e seu receptor (Lea e Faden, 2006). Ao contrario
dos ligantes enddgenos, os moduladores alostéricos positivos (MAPS) nédo
requerem a presenca de aminoacidos em sua estrutura. Estes aminoacidos sao
polares e carregados, necessitando serem transportados ativamente através da
barreira hemato-encefalica (Ritzen et al., 2005). Os MAPs séo relativamente
lipofilicos e ndo carregados, o que facilita a sua passagem através da barreira
hemato-encefalica por meio de difusdo passiva (Ritzen et al., 2005). Estas
caracteristicas dos MAPs permitem o estudo de seu efeito sistémico, por meio
de administracdo subcutanea ou intraperitoneal.

Os MAPs do mGIuR5, tais como 3,3-Difluorobenzaldazina (DFB)
(O'brien et al., 2003), N-[4-Chloro-2-[(1,3-dioxo-1,3-dihydro-2H-isoindol-2-
yl)methyllphenyl}-2-hydroxybenzamide (CPPHA) (O'brien et al., 2004), 3-
ciano-N-(1,3difenil-1H-pirazol-5-il)benzamida (CDPPB) (Lindsley et al., 2004),
4-nitro-N-(1-(2-fluorofenil)3-fenil-1Hpirazol-5-il) benzamida (VU1545), (4-

fluorophenyl)(3-(3-(4-fluorophenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl)piperidin-1yl)methanone
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(ADX47273) (De Paulis et al., 2006), podem privilegiar a ativagao de uma via
de sinalizacdo em detrimento a outra (Chen et al., 2008). Dados da literatura
sugerem que DFB e CPPHA, na auséncia de agonista, sdo capazes de
promover a ativacdo de ERK1/2 em astrécitos (Zhang et al., 2005). Além disso,
também ja foi demonstrado que MAPs do mGIuR5 sdo capazes de proteger
contra injaria neuronal traumatica em um mecanismo envolvendo ERK1/2
(Chen et al., 2012). MAPs do mGIuR5, por atravessarem a barreira
hematoencefélica, podem ser usados para estudos in vivo e apresentam um
grande potencial para tratar pacientes com a DH (Ritzen et al., 2005)

Kinney e colaboradores (2005) descreveram pela primeira vez o uso do
CDPPB como MAP do mGIuR5. O desenvolvimento desta droga decorreu da
necessidade de se obter uma substancia que apresentasse efeito in vivo, uma
vez que seu antecessor, o CPPHA, néo possui tal efeito (Kinney et al., 2005). A
ligacdo do CDPPB ao receptor ndo altera a afinidade da ligacdo entre o
MGIUR5 e seu agonista, sendo assim, os efeitos modulatérios do CDPPB
podem ser estudados sem que a ligacdo do agonista pelo receptor seja
alterada.

Tendo em vista que a morte neuronal € o gatilho patoldgico da Doenca
de Huntington e que os MAPs do mGIuR5 apresentam potencial efeito
neuroprotetor, torna-se importante a investigacdo mais aprofundada acerca dos

efeitos dos MAPs sobre modelos da DH.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Selecionar moduladores alostéricos positivos para o mGIUR5 que sejam

capazes de prevenir a morte neuronal induzida pelo insulto de glutamato;

2.2 Objetivos especificos

- Caracterizar os tipos celulares presentes na cultura primaria estriatal,

- Avaliar a capacidade dos MAPs do mGIuR5 (CDPPB, DFB e VU1545) em
proteger os neur6nios contra a morte induzida por glutamato;

- Estudar os mecanismos envolvidos na neuroprote¢éo promovida pelos MAPs
do mGIuR5

- Comparar o desempenho motor e cognitivo dos camundongos BACHD e WT,;

- Verificar a acéo in vivo do CDPPB,;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Material

2-mercaptoetanol (Sigma Aldrich)

Agarose (HEXAPUR)

Alexa Fluor 488

Alexa Fluor 633

Anticorpo monoclonal anti-nacleo neuronal — NeuN
Anticorpo monoclonal anti-nacleo neuronal — NeuN
Anticorpo primario anti transportador vesicular de GABA — VGAT (Merck
Millipore Billerica, MA, USA).

Anticorpo secundario de cabra anti camundongo - Alexa Fluor 633
Anticorpo secundario de cabra anti coelho - Alexa Fluor 488
B27 (Invitrogen)

Betaina Solution (Sigma)

BSA (Sigma Aldrich)

CDPPB (Tocris Cookson Inc. Ellisville, MO, USA)

DAPI

DFB (Tocris Cookson Inc. Ellisville, MO, USA)

DHPG (Tocris Cookson Inc. Ellisville, MO, USA)

DMSO (Sigma Aldrich)

dNTP (Invitrogen)

EDTA

Eppendorff 0,2; 0,6 elmL (Eppendorff)

Estreptomicina (Invitrogen)
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GlutaMAX (50.0 mg-mL-1 penicillin and 50.0 mg-mL-1 streptomycin)
H20

Isopropanol

Laminula 12mm (Pr6 cito Laboratorios)

Live/dead viability ( Life Technologies, Foster City, CA, USA).
Live/dead viability ( Life Technologies, Foster City, CA, USA).
LY294002 ( Sigma-Aldrich. St Louis, MO, USA).

Meio Neurobasal

MgS0O4 (Sigma Aldrich)

MPEP (Tocris Cookson Inc. Ellisville, MO, USA).

MPEP (Tocris Cookson Inc. Ellisville, MO, USA).

N2 (Invitrogen)

NaCl (Sigma Aldrich)

Paraformaldeido (Sigma Aldrich)

PBS

Penicilina (Invitrogen)

Pipeta Pasteur

Placa 4 wells Nunc

Poli-L-ornitina (Invitrogen)

Poli-L-ornitina (Invitrogen)

Ponteiras 10 pL (Eppendorff)

Ponteiras 1000 pL (Eppendorff)

Ponteiras 200 pL (Eppendorff)

Primer actina

Primer htt
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Proteinase K (Sigma Aldrich)
SDS (HEXAPUR/ Sigma)
Sybr Safe

Taq

TRIS (Sigma Aldrich)

Tris HCI

Tris-EDTA

Triton X100 (Sigma Aldrich)

VU1545 (Tocris Cookson Inc. Ellisville, MO, USA)

3.2 Métodos

3.2.1 Modelo de camundongo

O trabalho foi realizado com camundongos das linhagens C57, SWISS e
modelos transgénicos FVB/NJ (wild type) e FVB/N-Tg(HTT*97Q)IXwy/J
(BACHD) obtidos do The Jackson Laboratory (Bar Habor, ME, USA). Os
animais foram criados e mantidos no biotério do Departamento de Bioquimica e
Imunologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG em ciclo de 12 horas
claro/escuro, com temperatura constante de 23°C e recebendo agua e racao ad
libitum. Os procedimentos experimentais utilizados neste trabalho estdo em
concordancia com as normas e receberam aprovacdo do CETEA-UFMG
(Comité de Etica em Experimentacdo Animal — UFMG), parecer n® 03/2011
(Anexo 1).

Os ensaios in vitro foram realizados utilizando os embrides de

camundongos E15 (embrides com idade de 15 dias de gestacdao) dos
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camundongos C57 e FVB/N. Os experimentos comportamentais foram
realizados utilizando camundongos machos, da linhagem FVB (WT e BACHD)

com 2 a 24 semanas de idade.

3.2.2 Cultura priméaria de neurdnios

As culturas neuronais foram preparadas a partir da regiao estriatal do
cérebro de embrides E15. Apés a dissecacéo, o tecido estriatal foi submetido a
digestdo por tripsina, seguido de dissociacao celular utilizando uma pipeta-
Pasteur polida no fogo. As células foram adicionadas ao meio Neurobasal
suplementado com N2 e B27, 2.0 mM de GlutaMAX, 50.0 pug/ml penicilina, e
50.0 pg/ml estreptomicina e em seguida plagueadas em placas de 4 pocos
previamente preparadas com poli-L-ornitina. As células foram incubadas a
37°C e 5% CO; ao longo de 10 a 12 dias in vitro, sendo o meio trocado a cada

4 dias.

3.2.3 Genotipagem

e Extracdo do DNA

A extracdo do DNA foi realizada a partir de tecidos dos camundongos
FVB (WT e BACHD). As amostras foram adicionadas a 500 uL de solucao de
extracado (H.O, SDS 10%, Tris-EDTA, NaCl, Proteinase K) e deixadas overnight
em banho-maria a 55 °C. Seguiu-se centrifugagéo a 16.000g por 10 minutos
em temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para novos

eppendorfs contendo 500uL de isopropanol. A seguir, foi realizada a
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homogeneizacdo (10x) e uma nova etapa de centrifugacdo a 16.000g por 10

minutos em temperatura ambiente. Apds esta etapa, o sobrenadante foi

descartado e os tubos foram deixados invertidos e abertos para secar por pelo

menos 1 hora. ApGs este tempo, foi adicionado 200 pL de solucdo TE 0,5X

(Tris HCI 1M, EDTA 0,5M, H,;0) e deixado no banho-maria a 37°C por no

minimo 1 hora. As amostras de DNA foram armazenadas a 4°C

e Amplificacdo do DNA

A amplificagdo do gene htt, cujo amplicom & de aproximadamente 650

pb, e da actina utilizada como controle da qualidade da extracdo do DNA

(amplicom de aproximadamente 122 pb) foi realizada segundo o protocolo

apresentado natabelal e 2:

Tabela 1: Mix para PCR

Reagentes 1x
H,O de injecéo 5,813 uL
Primer 1+2 1,20 uL
Buffer 10x 1,31 uL
dNTP 1,04 pL
DMSO 0,60 pL
Betaina (5M) 0,60 pL
B — Mercapto (1:1000) 0,917 uL
Taq 0,12 puL
DNA-amostra 0,75 pL
Total 12,35 pL

Total do mix por tubo: 11,60 pL

e Primer htt:

Foward: CCG CTC AGG TTCTGC TTT TA

Reverse: TGG TCG GTG CAG CGG CTC CTC
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e Primer actina:

e Foward: TGG AAT CGT GTG GCATCC ATC A

e Reverse: AAT GCC TGG GTA CAT GGT GGT A

Tabela 2: Programa do Termociclador

Fase do PCR Temperatura (°C) Tempo (minutos) Numero de ciclos
Temperatura inicial 94°C 5 1
Desnaturacio 94°C 20" 25
Anelamento 57°C 20>
Extensdo 70°C 1’30
Final da extensdo 72°C 7 1
Espera 4°C ©

Apos a amplificacdo, 12 yL da amostra mais 3uL de tampado de amostra

5x foi aplicada em gel de agarose a 2% contendo Sybr Safe. O gel (tabela 3)

foi acondicionado em uma cuba de eletroforese horizontal com solucao tampéo

de corrida Tris-Acetato-EDTA (TAE 0,5x) e submetido a uma corrente de 100

volts por 30 minutos aproximadamente. A captura digital da imagem do gel foi

realizada através de transiluminador (FIG. 4).

Tabela 3: Eletroforese: Gel de agarose 2%

Gel Reacdo para cuba maior
TAE (0,5x) 100 mL
Agarose 24
Sybr safe 10 pL
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Figura 4: Genotipagem de camundongos BACHD. As bandas representam a amplificacédo
do gene da htt, as canaletas que ndo apresentaram bandas indicam a auséncia da htt

transgénica humana, ou seja, camundongo WT.

3.2.4 Imunofluorescéncia

Os neurdnios estriatais obtidos da cultura primaria, plagueados e
incubados por 8 dias, foram lavados duas vezes com PBS 1X e fixados com
paraformaldeido a 4% em PBS por 20 minutos. Apos a fixacdo, as células
foram lavadas com PBS e pré-incubadas com uma solugcdo permeabilizante
contendo PBS, Triton 0,2% e BSA 3% por 60 minutos. Em seguida, os
neurbnios foram incubados com anticorpos primarios em solucdo
permeabilizante (coelho-anti-GAT1 (1:200) ou camundongo-anti-NeuN-
marcador exclusivo de neurénios (1:500) a 4°C por 16 horas. As células foram
entdo, lavadas e incubadas com anticorpos secundarios (cabra-anti-coelho ou
anti-camundongo) conjugados com Alexa Fluor 633 e Alexa Fluor 488

respectivamente por 60 minutos em solucédo permeabilizante (diluicdo 1:1000).
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Finalmente as células foram lavadas com PBS e incubadas com marcador
nuclear DAPI (1:1000) por 10 minutos. A deteccdo da maracacao foi realizada
utilizando filtros para excitacdo de 390/40, 482/18 e 586/15 nm e emissdo de
446/33 nm para DAPI, 533/59 nm para Alexa Fluor 488 conjugado com anti-
NeuN e 646/68 nm para Alexa Fluor 633 conjugado com anti-GAT. As
imagens foram obtidas por meio do microscépio de fluorescéncia FLOID (Life

Technologies).

3.2.5 Ensaio de morte celular

Para o ensaio de morte celular, foi utilizado o kit Live/Dead (Life
Technologies). O Kit é composto pelos reagentes calceina-AM e homodimero
de etideo-1. O teste se baseia no principio de que a calceina-AM é permeavel
a membrana celular, porém, apds ser clivada por esterases contidas em células
vivas, a mesma se torna incapaz de atravessar a membrana, permanecendo
retida dentro da célula e levando a um aumento da fluorescéncia verde ao
longo do corpo celular. O homodimero de etideo-1 s6 é capaz de permear
células que apresentem membrana danificada, ou seja, em processo de morte.
Apds permear a membrana celular, o0 homodimero de etideo-1 se liga aos
acidos nucléicos, emitindo fluorescéncia vermelha (FIG. 5).

Os neurbnios foram incubados por 20 horas na presenca de veiculo,
droga ou glutamato, DHPG, MPEP, DFB, VU1545, CDPPB e/ou LY294002.
Apés incubagdo, os neurbnios foram marcados com calceina-AM (2.0 uM) e
homodimero de etideo-1 (2.0 uM), preparado em solugdo PBS 1X por 15

minutos na incubadora. Apés este tempo, os neurbnios foram lavados trés
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vezes com PBS 1x.

As fotos foram obtidas por meio do microscépio FLOID, utilizando o filtro
488 para as imagens verdes (calceina-AM) e 633 para as imagens vermelhas
(homodimero de etideo-1). Consideramos um numero minimo de 300 células
por poco, utilizando o software ImageJ. O numero de células mortas foi

expresso como porcentagem do numero total de células.

A  Calceina-AM B Homodimero de Etideo-1
QPorgéo AM ® , "y
@ \ @ Homodimero
’ Enzima esterase ® de etideo-1
ol ° )

4

\i/

Células vivas Células mortas

Figura 5: Principio do ensaio de teste de viabilidade celular. (A) A calceina-AM, ao
atravessar a membrana celular, é clivada pela enzima esterase, tornando-se incapaz de deixar
o interior celular, o que promove um aumento da emissdo de fluorescéncia verde (células
vivas) ao longo do corpo celular. (B) O homodimero de etideo-1 ao atravessar membranas

comprometidas, se liga aos &cidos nucléicos e emite fluorescéncia vermelha (células mortas).
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3.2.6 Campo aberto

Para avaliar a atividade locomotora nos camundongos em estudo,
utilizamos o aparato de campo aberto Harvard Aparattus® (Massachusetts
United States). O aparato contém pares de lasers distribuidos horizontalmente
detectando o movimento do animal. Mensuramos neste teste a distancia
percorrida pelo camundongo em todo o aparato, o qual esta diretamente
relacionado com a atividade locomotora do mesmo. Os animais foram
habituados na sala de experimento por ao menos 15 minutos, e a duracédo do
teste foi de 10 minutos. O experimento foi realizado na fase clara do dia. Este
teste foi realizado com camundongos SWISS tratados com VU1445 a 1 mg/Kg

ou MK-801 0,2 mg/Kg, administrados via i.p. (intraperitoneal).

3.2.7 Reconhecimento de objeto

O aparato utilizado foi uma caixa de PVC com dimensbes de
50 cm x 35 cm x 25 cm, iluminada e filmada. Os pares de objetos utilizados
eram ora de plastico ou vidro, com dimensédo e peso suficientes para nao
serem derrubados ou escalados pelos animais. Camundongos foram expostos
aos objetos anteriormente ao teste e nao exibiram preferéncia por um dos
objetos ou por um dos lados da caixa. O teste constituiu de diferentes etapas

(FIG. 6):

1) Habituacéo: no dia anterior ao teste, os animais foram habituados na

caixa vazia ao longo de 10 minutos.
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2) Familiarizac&o: no dia do teste, os animais foram colocados na caixa
com dois objetos idénticos colocados em posi¢cdes simétricas com
relacdo ao centro do aparato, a uma distancia de 15 cm de cada
parede. Ao longo de 10 minutos, os animais foram filmados e
puderam explorar livremente os dois objetos. Apds este tempo, 0s
animais voltaram para suas respectivas gaiolas.

3) Teste: apdés 90 minutos do periodo de familiarizacdo, os animais
foram reintroduzidos ao aparato e expostos a dois objetos, sendo um
objeto familiar e o outro um novo objeto. Os objetos foram mantidos

nas mesmas posi¢coes em todas as fases.

1min 10min 10min

90 min.
* depois *

—> 4 | ) v

Figura 6: Teste de reconhecimento de objeto. Cada animal é colocado em uma caixa vazia
por 1 minuto até que os objetos idénticos sejam alocados na caixa, em posi¢des simétricas. Os
animais séo retirados da caixa teste e recolocados apés 90 minutos. Nos 10 minutos seguintes,

um dos objetos é substituido e o tempo de exploragédo em cada obejeto é avaliado.

O aparato foi limpo com alcool 70% a cada troca de animal a fim de
reduzir possiveis odores. Os testes foram realizados durante a fase clara do
ciclo do dia e antes do inicio dos testes, os animais foram habituados a sala do
experimento por ao menosl15 minutos.

O teste foi realizado com animais tratados e nao tratados com CDPPB
(5mg/Kg) por 7 dias. O CDPPB foi preparado em solugéo contendo 0,5% de

metilcelulose e administrado via intraperitoneal com volume de 2 mL/Kg.
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3.2.8 Rota Rod

Foram utilizados dois grupos de animais contendo de 6 a 7
camundongos FVB (WT e BACHD), sendo computada a laténcia (permanéncia
em segundos) que o animal demora a cair da barra giratoria do aparelho rota-
rod (Insight®), com tempo de corte de no minimo 5 segundos e no maximo 300
segundos. Os animais foram treinados por trés dias consecutivos anteriores ao
teste. Antes de cada treino e teste, os animais foram habituados a sala por ao
menos 15 minutos. O resultado foi dado pela média de tempo em segundos de

permanéncia de cada grupo no aparelho.

3.2.9 Rearing-Climbing

Foi utilizado um aparato confeccionado com arame, de formato
cilindrico, com dimensdes de 10,5 cm de didmetro e 40 cm de altura. Os
animais de cada grupo foram colocados individualmente no aparato e filmados
por 5 minutos para posterior analise. A cada troca de animal o aparato foi
higienizado com alcool a 70%. O teste foi realizado durante a fase clara do dia,
e em cada teste foi analisada a laténcia de escalada de cada animal. Os
resultados foram agrupados em tempos de 0-75 segundos, 76-150 segundos,

151-300 segundos.

3.2.10 Analise estatistica

As imagens obtidas no ensaio de morte neuronal foram analisadas

utilizando o Software Image J® (National Institute of Mental Health). Os valores
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obtidos para células mortas por estimulo foram corrigidos pelos valores da
morte basal. A média e o erro padrdo foram calculados para o numero 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,
seguido de teste Bonferroni (post-hoc), sendo que os resultados foram

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

4.1 Caracterizagdo da cultura primaria

Com o intuito de caracterizar as células presentes na cultura priméaria
neuronal, utilizamos a técnica de imunofluorescéncia utilizando o anticorpo anti-
NeuN, que é um marcador exclusivo de neurbnios, associado ao anticorpo
secundario Alexa-Fluor 488 (Fig. 7A, verde). Utilizamos ainda o marcador de
nacleo celular DAPI a fim de quantificar o nimero global de células em cultura
(Fig. 7B, azul). A quantificagdo desse dado nos indicou que aproximadamente

95% das células foram marcadas com NeuN, o que nos indica que as células

presentes na cultura sdo em sua maioria neurdnios (FIG 7).

Figura 7: Fluorescéncia emitida pela marcagdo com NeuN e DAPI. (A) Células
marcadas com NeuN (1:500) conjugado com AlexaFluor 488 (1:1000) emitindo fluorescéncia
verde (aproximadamente 95%) (B) Nucleos celulares marcados com DAPI (1:1000) emitindo

fluorescéncia azul (aproximadamente 4,47%). (C) sobreposicao.

Visto que aproximadamente 95% das células em cultura sdo neurénios,
nosso préoximo passo foi determinar quais subtipos neuronais estariam

presentes. A cultura primaria foi realizada a partir da regido do corpo estriado e,
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uma vez que a maioria dos neurbnios estriatais sdo GABAérgicos (Conn,
Christopoulos, et al., 2009), intentamos determinar os niveis de contaminagao
com neurdnios ndo GABAérgicos. A cultura neuronal foi incubada com o
anticorpo primario anti-GAT-1, que € um marcador de neurénios GABAérgicos,
conjugado com o anticorpo secundario Alexa-Fluor 633. A grande maioria dos
neurbnios em cutlura foram marcados com o anticorpo anti-GAT-1,

comprovando a presenca predominantemente de células GABAérgicas (FIG.

8).

Figura 8: Fluorescéncia emitida pela marcacdo com anti-GAT1. (A) Células marcadas
com anti-GAT1 (1:000) conjugado com AlexaFluor 633 (1:1000) emitindo fluorescéncia
vermelha. (B) Nucleos celulares marcados com DAPI (1:1000) emitindo fluorescéncia azul. (C)

Sobreposicao.

Com o intuito de verificar se a marcacéo pelo anticorpo anti-GAT1 seria
especifica, incubamos a cultura neuronal apenas com o anticorpo secundario
Alexa Fluor 633 (1:1000), na auséncia de quaquer anticorpo primario. Como
esperado, ndo observamos marcacdo na auséncia do anticorpo anti-GAT1,

indicando que a marcacéao é especifica (FIG 9).
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Figura 9: A marcacédo do anticorpo anti-GAT1 é especifica. (A) Células marcadas apenas

com AlexaFluor 633 (1:1000) ndo emitem fluorescéncia. (B) Nuacleos celulares marcados com

DAPI (1:1000) emitindo fluorescéncia azul. (C) Sobreposicéo.

4.2 Efeito de diferentes concentracdes de glutamato na morte neuronal

Glutamato, o principal neurotransmissor do cérebro de mamiferos,
quando em excesso, promove o aumento da concentracdo de Ca®" intracelular
por meio da ativacao de receptores ionotropicos pos-sinapticos, que promovem
a entrada de Ca*" a partir do meio extracelular, e da ativacdo de receptores
metabotropicos, 0os quais promovem a liberacdo deste ion a partir de estoques
intracelulares. O actimulo de Ca®" intracelular de forma exacerbada ativa uma
cascata de eventos que pode culminar em excitotoxicidade (Mehta et al., 2013).
Estimulamos a cultura primaria de neurdnios estriatais com concentracdes
crescentes de glutamato a fim de selecionar doses do neurotransmissor que
fossem suficientes para causar um insulto de morte neuronal similar ao que
ocorre na DH. Tratamos 0s neurdnios em cultura primaria com 50, 100 e 250
MM de glutamato por um periodo de 20 horas. Por meio do ensaio de morte
neuronal, encontramos que as doses de 50, 100 e 250 yM de glutamato levam
a uma morte neuronal de 17,22 + 0,74%, 35,66 + 5,25% e 52,23 + 6,04%,

respectivamente (FIG. 10). A partir destes resultados, selecionamos as
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concentracdes de 50 e 100 uM, uma vez que 250 uM promoveu morte neuronal

muito elevada, a qual dificilmente poderia ser revertida.
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Figura 10: Morte neuronal por insulto de glutamato. Os neurdnios estriatais obtidos da
cultura priméria de embribes E15 foram estimulados com concentragbes crescentes de
glutamato (50, 100 e 250 uM) por 20 horas. Os dados representam a média de trés
experimentos independentes. * indicam diferencas significativas em comparagdo a morte basal

(p < 0,05).

4.3 DHPG, mas nédo o MPEP, protege os neurénios da morte induzida por
glutamato

pY

Devido a capacidade do mGIuR5 em promover neuroprotecdo e/ou
excitotoxicidade, tem sido discutido se a melhor alternativa terapéutica seria
ativar ou inibir este receptor. Ambos o DHPG, que é agonista mGIuR1/5, e o
MPEP, gue é um antagonista e MAN do mGIuR5, foram propostos como tendo

atividade neuroprotetora (Flor et al., 2002; Wisniewski e Car, 2002).
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A fim de avaliar a capacitade destes compostos em promover
neuroprotecao, incubamos neurdnios estriatais em cultura primaria com doses
de 10 uM de DHPG e 10 yM de MPEP, na presenca ou na auséncia de 50 uyM
de glutamato por 20 horas. Observamos que na auséncia de glutamato, ambas
as substancias causam morte neuronal acima dos niveis basais. Estes dados
sugerem que estas substancias possuem toxicidade intrinseca. Quando na
presenca de 50 uM de glutamato, observamos que apenas o DHPG é capaz de

reduzir a morte neuronal por insulto de glutamato (FIG.11).

A
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C
Glut 50uM
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Figura 11: DHPG, mas ndo MPEP, protege os neurdnios da morte induzida por glutamato.
(A e C) Imagem de neurdnios estriatais marcados com Calceina-AM (células vivas, verde). (B e D)
Neurbnios estriatais marcados com homodimero de etideol (células mortas, vermelhas). As
figuras A e B mostram a morte basal destes neurdnios. As figuras C e D mostram a morte neuronal
por insulto de 50 uM de glutamato. (E) O grafico mostra a porcentagem de morte celular acima da
morte basal de neurénios tratados com MPEP 10 uM e DHPG 10 uyM na presenca ou na auséncia
de glutamato 50 yM. Os dados representam a média de quatro experimentos independentes. *
indica diferenca significativa em comparacéo ao grupo tratado com glutamato. # indicam diferencas

significativas em comparacédo a morte basal (p < 0,05).

4.4 Efeito dos veiculos de diluicdo das drogas sobre a morte neuronal

As drogas utilizadas em nosso estudo foram diluidas ou preparadas com
agua, HBSS, DMSO (1:1000 v/v), DMSO (1:10.000 v/v). Como forma de
controle, realizamos um ensaio de morte neuronal em que 0s neurdnios da

cultura primaria foram estimulados apenas com tais veiculos. A FIG 12 mostra
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gue nenhum dos veiculos utilizados no estudo causa morte neuronal a valores

diferentes da morte basal.
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Figura 12: Os veiculos de diluicdo das drogas ndo causam morte neuronal. O grafico
representa a porcentagem de morte neuronal dos neurdnios estriatais quando tratados com H,O
(1:1000 v/v), HBSS (1:1000 v/v), DMSO (1:1000 v/v), DMSO (1:10.000 v/v), e glutamato a 50uM

(1:1000 v/v) por 20 horas. Os dados representam a média de trés experimentos independentes.

4.5 Capacidade dos moduladores alostéricos nas concentracfes de 100
nM e 10 uM em prevenir a morte de neurdnios estriatais em cultura

primaria

Visto que o agonista mGIuR1/5, DHPG, e o modulador alostérico
negativo, MPEP, sdo pouco eficazes em promover neuroprotecdo, avaliamos
entdo a capacidade dos MAPs do mGIuR5, CDPPB, DFB e VU1545, de
proteger os neurbnios do insulto com glutamato. Para tal, estimulamos

neurdnios estriatais em cultura priméaria com concentragdes de 100 nM e 10 pM
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dos MAPs na presenca de glutamato a 50 uM e 100 uM. Observamos na FIG
13 que todos os MAPs testados foram eficazes em promover neuroprotecao

nas doses de 10 uM e 0,1 uM na presenca de 50 uM e 100 uM de glutamato.
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Figura 13: Os MAPs do mGIuR5 protegem os neurdnios em cultura primaria da morte
neuronal induzida por glutamato. (A) Porcentagem de morte celular de neurdnios tratados com
10 uM de DFB, VU1545 e CDPPB na presenca de 50 pM e 100 puM de glutamato. (B)
Porcentagem de morte celular de neurbnios tratados com 100 nM de DFB, VU1545 e CDPPB na
presenca de 50 pM e 100 pM de glutamato. Os dados representam a média de quatro
experimentos independentes. * indicam diferencas significativas em comparag&o ao grupo tratado

com glutamato na auséncia de MAPs (p < 0,05).
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4.6 Capacidade dos moduladores alostéricos a 1 uM em prevenir a morte

de neurbnios BACHD

Para availar se os MAPs do mGIuR5 teriam efeito neuroprotetor em
neurdnios em cultura primaria de camundongos modelo da DH, estimulamos os
neurénios de embrides E15 WT e BACHD com 1.0 uM dos MAPs , CDPPB,
DFB e VU1545, na presenca ou auséncia de glutamato 50 uM.

Apos realizar o ensaio de morte neuronal, observamos que todos o0s
MAPs testados foram eficazes em prevenir a morte neuronal, tanto dos
neurénios WT quanto BACHD (FIG. 14).

Interessantemente, observamos que o MAP VU1545 promoveu
neuroprotecdo de forma mais significativa nos neurénios BACHD quando
comparado a protecdo aos WT. Esta observacdo € apoiada pela analise
estatistica (two-way ANOVA), que indicou uma interacao significativa entre o
gendtipo e o tratamento com VU1545 [+(2.030) = 3.446; P = 0.045]. Estes
dados estdo em acordo com (Ribeiro et al., 2010), que mostra maior ativacéo
de vias protetoras através da estimulacdo do mGIuUR5 em camundongos
expressando 0 gene da htt mutante, o que sugere um mecanismo

compensatorio contra a doenca.
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Figura 14: Os MAPs do mGIuR5 protegem os neurénios BACHD em cultura primaria da
morte neuronal induzida por glutamato. (A) Porcentagem de morte celular de neurdnios
tratados com 1 uM de DFB e 50 uM de glutamato. (B) Porcentagem de morte celular de neurénios
tratados com 1 uM de VU1545 e 50 uM de glutamato. (C) Porcentagem de morte celular de
neurdnios tratados com 1 yM de CDPPB e 50 uM de glutamato. Os dados representam a média de
seis experimentos independentes. * indicam diferencas significativas em comparacdo ao grupo

tratado com glutamato na auséncia de MAPs (p < 0,05).

4.7 Curva dose-resposta do MAP VU1545

Para determinar concentragbes minimas em que os MAPs seriam
capazes de promover neuroprotecdo, realizamos uma curva dose-resposta
para o VU1545 em concentragdes de 1, 5, 10, 100 e 10.000 nM, na presenca

ou auséncia de 50 uM de glutamato por 20 horas.
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Na presenca de glutamato 50 pM, o VU1545 foi eficaz em promover
neuroprotecdo em todas as doses testadas, quando comparado ao valor de
morte neuronal na auséncia do MAP. Interessantemente, na auséncia de
glutamato, nenhuma das concentracdes de VU1545 promoveu morte neuronal
a valores acima do basal, embora haja uma tendéncia na concentracdo de
10.000 nM. Estes resultados mostram que além de ser potente neuroprotetor, o

VU1545 possui também uma baixa toxicidade (FIG 15).

2= VU1545
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Figura 15 O MAP VU1545 é um potente neuroprotetor e possui baixa toxicidade.
Porcentagem de morte neuronal sob o estimulo de VU1545 em concentragbes de 1, 5, 10, 100 e
10.000 nM na presenca ou auséncia de 50 puM de glutamato por 20 horas. Os dados representam
a média de quatro experimentos independentes. * indicam diferencas significativas em

comparacao ao grupo tratado com glutamato na auséncia de MAPs (p < 0,05).

4.8 Efeito neuroprotetor do VU1545 contra a morte neuronal induzida por
NMDA

A maior parte da morte neuronal causada pela super-estimulagédo com
glutamato € devido a hiperestimulacdo de receptores de NMDA (Zeron et al.,

2001). Entretanto, a estimulagcdo de outros receptores, como 0os mGIluRs do
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grupo |, pode ter acdo neuroprotetora (Baskys et al., 2005). Para determinar
se a neuroprotecao promovida pelo VU1545 seria depende da co-estimulacéo
dos mGIluRs pelo glutamato, decidimos verificar se o VU1545 possui efeito
neuroprotetor sob a neurotoxicidade induzida pelo agonista NMDA. A
estimulacdo dos NMDAR promoveu niveis elevados de morte neuronal de
maneira dose-dependente. 100 nM de VU1545 promoveu neuroprotecédo contra
a morte neuronal induzida por NMDA e esta neuroprotecao foi significativa em
neurénios tratados com 10 pM de NMDA. Estes dados indicam que a
neuroprotecao do VU1545 é independente da co-estimulacdo pelo glutamato e
que este MAP é capaz de proteger os neurbnios da neurotoxicidade induzida

por glutamato e NMDA (FIG. 16).
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Figura 16: VU1545 protege contra a morte induzida por NMDA. Porcentagem de morte
neuronal induzida por NMDA em concentra¢des 0.1, 1 e 10 uM, na presenca ou auséncia de
VU1545 100 nM por 20 horas. Os dados representam a média de trés experimentos
independentes. * indicam diferencgas significativas em comparacdo ao grupo tratado com 10.0 uM

de NDMA na auséncia de VU1545 (p < 0,05).
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4.9 Bloqueio da protecdo neuronal pelo VU1545 por MPEP

Visto que o0 VU1545 € um potente neuroprotetor, decidimos confirmar se
sua neuroprotecdo ocorre via mMGIUR5. Para tal, estimulamos neuronios
estriatais em cultura priméaria com 100 nM de VU1545 e com glutamato 50 pM,
na auséncia ou presenca do MAN do mGIuR5, MPEP a 10 uM.

Observamos que a neuroprotecdo promovida pelo VU1545 na presenca

de glutamato é revertida pela co-incubagcdo com MPEP, indicando que a

protecdo via VU1545 é dependente da ativacdo do mGIuR5 (FIG. 17).
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Figura 17: A protegao neuronal pelo VU1545 é via mGIuR5. O grafico mostra a porcentagem de
morte neuronal induzida por VU1545 100.0 nM e MPEP 10.0uM na presenca ou auséncia de
glutamato 50.0 uM. Os dados representam a média de trés experimentos independentes. * indica

diferenca significativa em comparacé&o ao grupo tratado com glutamato (p < 0,05).
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4.10 A neuroprotecao promovida por VU1545 é dependente da ativacéao de

AKT

A proteina AKT tem acdo neuroprotetora e sua fosforilacdo € ativada
pelos MAPs do mGIuR5. O LY249002 é capaz de inibir a PI3K, a qual &
responsavel pela fosforilacdo da proteina AKT (Rong et al.,, 2003). Para
determinar se a ativacdo da AKT € importante para o efeito neuroprotetor dos
MAPs do mGIuR5, estimulamos neurbnios estriatais em cultura primaria com
25 UM de LY249002 na presenca de 50 uM de glutamato e 1 uM de VU1545.
Observamos com este experimento que a neuroprotecdo ao insulto por
glutamato mediada pelo VU1545 é revertida pelo LY294002, mostrando assim
gue o mecanismo de protecdo ativado pelo VU1545 é dependente da ativacdo

da proteina AKT (FIG.18).
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Figura 18: A protecdo neuronal pelo VU1545 é dependente da fosforilacdo de AKT. O gréfico
mostra a porcentagem de morte neuronal induzida por glutamato 50 uM, na presenca ou auséncia
de LY294002 25.0 uM e VU1545 1 uM. Os dados representam a média de quatro experimentos
independentes. * indica diferenca significativa em comparacdo ao grupo tratado com glutamato (p

< 0,05).

4.11 Potencial neuroprotetor da memantina versus VU1545

Com o objetivo de avaliar mais minuciosamente a acao neuroprotetora
do VU1545, realizamos experimentos onde comparamos o efeito neuroprotetor
do VU1545 a droga memantina, que € um antagonista do receptor NMDA
amplamente utilizada para o tratamento de enfermidades tais como a doenca
de Alzheimer (Li et al., 2004; De Felice et al., 2007). Estimulamos a cultura
priméria de neurdnios estriatais com memantina em concentracdes de 1 uM, 10
MM e 30 uM, na presenca ou auséncia de 50 pM de glutamato. Em seguida,
comparamos estes achados com a protecédo promovida pelo VU1545 a 1 pM.

Nossos resultados indicam que todas as doses de memantina na
auséncia de glutamato promovem morte neuronal a niveis acima do basal,
indicando que esta droga € potencialmente toxica a célula, ao contrario do
observado com o VU1545. Ao observar os resultados na presenca de
glutamato, vemos que a memantina é eficiente em reduzir a morte neuronal
somente em doses mais altas, de 10 uM e 30 uM. Entretanto, VU1545 promove

neuroprotecdo de maneira mais eficiente que a memantina e em doses

menores (FIG. 19).
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Figura 19: O VU1545 é mais eficaz em promover neuroprotecdo que a memantina. O grafico
mostra a porcentagem de morte neuronal induzida por memantina a 1 puM, 10 uM e 30 UM na
presenca ou auséncia de 50 uM de glutamato. Os dados representam a média de cinco
experimentos independentes. * indicam diferencas significativas em comparagéo ao grupo tratado

com glutamato (p < 0,05).

4.12 Desempenho motor dos camundongos BACHD no Rota-rod

Finalizados os experimentos in vitro, decidimos que seria importante
realizar testes in vivo com os MAPS do mGIuR5, a fim de analisarmos o efeito
dos MAPS sob o comportamento do animal. Para tanto, decidimos
primeiramente submeter o camundongo modelo da DH, o BACHD, a testes
comportamentais a fim de verificar a capacidade motora e cognitiva destes
animais. O primeiro teste realizado foi o rota-rod. Este experimento foi realizado

a cada 4 semanas ao longo de 24 semanas da vida do animal, com inicio na 82
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semana de vida. A FIG. 20 compara o desempenho motor dos camundongos
BACHD versus WT, onde é verificada a laténcia do animal para cair do
aparelho de rota-rod, ou seja, a quantidade de tempo em que o animal
consegue permanecer no aparelho. Observamos que os camundongos WT
possuem um desempenho motor melhor que os BACHD, e estes resultados se
mantém ao longo do periodo do estudo. Esta observacdo é apoiada pela

analise estatistica (two-way ANOVA), que indicou um efeito significativo do

genotipo sobre o desempenho do animal no teste [+(1.48) = 5,336; p =
0.0395].
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Figura 20: Camundongos BACHD submetidos ao teste Rota-rod. Animais com idade de 8 a
24 semanas foram submetidos ao teste do rota-rod. Os dados representam a média da laténcia
para cair. WT n=8 e BACHD n=6 * indicam diferencas significativas em comparacao a laténcia

do grupo WT na mesma idade (p < 0,05).

4.13 Desempenho motor dos camundongos BACHD no Rearing-Climbing
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No teste de rearing-climbing, analisamos a laténcia para escalada no
aparato. A FIG 21 mostra os resultados obtidos ao longo de 12, 16 e 20
semanas de vida dos camundongos modelo BACHD e WT. O grafico apresenta
a porcentagem dos camundongos que iniciaram a escalada nos tempos de 0-
75 segundos, 76-150 segundos, 151-300 segundos. Observamos em todos os

periodos testados um melhor desempenho dos camundongos WT sobre os
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Figura 21.Tempo médio para subir no teste de escalada Rearing-Climbing em func¢ao do
gendtipo e idade. Cada grafico mostra a porcentagem de camundongos que iniciaram a
escalagem em menos de 75 s (preto), entre 75 e 150 s (cinza escuro), entre 150 e 300 s (cinza
claro), ou que ndo subiram (branco). Idades de a) 12 semanas e b) 16 semana e b) 20

semanas.
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4.14 Efeito do VU1545 in vivo

Tendo visto que ndo ha até o momento estudos que tenham avaliado se
o modulador alostérico VU1545 possui atividade in vivo, realizamos o teste de
campo aberto utilizando este modulador na concentracdo de 1 mg/Kg i.p.,
diluido em 1% de metilcelulose em solucdo salina e administrado sob forma
aguda na presenca ou na auséncia do antagonista de receptor de NMDA, MK-
801 a 0,2mg/Kg i.p.. Wade S. (2010) mostrou em seu estudo que o MK-801
possui como efeito o aumento da atividade locomotora em animais submetidos
ao teste de campo aberto. Sendo assim, intentamos investigar se a
hiperlocomocéo causada pelo MK-801 poderia ser revertida pela administracao
de VU1545 via intraperitoneal, uma vez que o CDPPB apresentou tal efeito
(Fowler et al.,, 2011). A FIG 22 apresenta os resultados do campo aberto.
Podemos observar que o MK-801 foi eficaz em promover hiperlocomog¢ao nos
animais submetidos ao teste, comparado com 0s animais que nao receberam
tratamento. Entretanto, encontramos que o VU1545, apesar de exibir 6timos
resultados in vitro, ndo foi eficaz em reduzir a hiperlocomocédo induzida pelo
MK-801. Esse dado corrobora o que foi sugerido anteriormente, através de

dados ndo mostrados, sobre a ineficacia do VU1545 in vivo (Stauffer, 2011)
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Figura 22. VU1545 néo reverte a atividade locomotora induzida por MK-801. Gréfico
mostra a distancia percorrida no aparato na auséncia de tratamento (N=6), apds tratamento
com MK-801 0,2 mg/Kg (N=6) na presenc¢a ou auséncia de VU1545 1mg/Kg (N=6). Os dados
representam as meédias + SEM, expressa como percentagem da distancia percorrida pelos

animais.

4.15 Efeito do tratamento subcrénico com CDPPB em camundongos

BACHD

Foi demonstrado anteriormente que os camundongos BACHD possuem
comprometimento cognitivo (Southwell et al., 2009). O CDPPB possui boa
tolerabilidade e quando administrado de forma aguda, em doses de 10 mg/Kg e
30 mg/Kg, é eficaz em reverter o déficit de memoria induzido por 10mg/Kg de
MK-801 (Uslaner et al., 2009). Para avaliar se o CDPPB seria capaz de
melhorar o desempenho dos camundongos BACHD com sete meses de idade,
realizamos tratamento subcrénico por 7 dias com CDPPB na dose de 5mg/Kg,
preparado em 0,5% de metilcelulose e administrado via intraperitoneal. No

sétimo dia de tratamento e 20 minutos apdés a administragdo da droga, 0s
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animais BACHD e WT foram submetidos ao teste de reconhecimento de objeto,
no qual eles deveriam diferenciar entre um objeto ja familiar a eles e um objeto
novo.

Como demonstrado na FIG. 23, na auséncia de tratamento com o
CDPPB, os camundongos WT foram capazes de diferenciar entre o objeto
familiar e o novo, visto que exploraram o objeto novo por mais de 50% do
tempo. Ja os camundongos BACHD néo foram capazes de diferenciar entre o
objeto novo e o objeto ja familiar, indicando um déficit de memodria nesses
camundongos. Apos 7 dias de tratamento com o CDPPB, os camundongos
BACHD se equipararam ao desempenho dos camundongos WT, ja que
exploraram o objeto novo por um tempo superior ao tempo de exploracao do
objeto familiar. Isto nos indica que o CDPPB possui atividade in vivo, e mais,
que ele é capaz de reverter, pelo menos parcialmente, o dano cognitivo

causado pela doenca de Huntington.

WT
100+ B BACHD

Time of exploration
(%)

NT CDPPB

Figura 23. O CDPPB melhora o desempenho de camundongos BACHD no teste de

reconhecimento de objetos. Grafico mostra a porcentagem de tempo de exploragéo do objeto

novo calculado como um indice entre o tempo gasto explorando um novo objeto x100/tempo
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nos dois objetos. A pontuagdo de 50% indica que nao ha preferéncia. Os camundongos foram
submetidos ao teste antes do tratamento (NT) (WT, n = 6) e BACHD (n = 6), e apls
administracdo de CDPPB 5 mg/kg, via intraperitoneal por sete dias consecutivos. Os dados
representam as médias + SEM, expressa como percentagem de tempo a explorar ambos os
objetos. *Indicam exploracdo do objeto novo por um tempo significativamente maior em relacéo

a exploracao aleatoria dos dois objetos (maior que 50%) (p <0,05).
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5. DISCUSSAO

A perda de tecido neuronal € o principal fator causal de doencas
neurodegenerativas, incluindo a doenga de Alzheimer, doenca de Parkinson e
a doenca Huntington (Vonsattel e Difiglia, 1998; Donev et al., 2009; Bagetta et
al., 2010; Ribeiro et al.,, 2011). Assim, uma droga capaz de proteger 0s
neurdnios dos processos de morte celular seria um importante instrumento
terapéutico para o tratamento de tais doencas. Neste estudo mostramos que 0s
MAPs do mGIuR5, tais como DFB, VU1545 e CDPPB, tém efeitos
neuroprotetores significativos, reduzindo a morte neuronal induzida por
glutamato e NMDA. O efeito neuroprotetor dos MAPs decorre de sua
capacidade em ativar AKT sem, entretanto, promover aumento de [Ca®']; (Doria
et al., 2013). Neste estudo nds demonstramos que o efeito neuroprotetor dos
MAPs é dependente de ativacdo da AKT, haja vista que o blogueio desta
quinase reverte a neuroprotecdo mediada pelos MAPs. E importante ressaltar
que o potencial dos MAPs como alternativas terapéuticas para doencas
neurodegenerativas € ressaltado pelos altos niveis de neuroprotecdo
observados em neurbnios BACHD quando estimuladas com concentracdes
excitotoxicas de glutamato e pela maior eficiéncia dos MAPs dos mGIuR5 na
ativacdo de AKT em culturas primarias de neurdnios estriatais BACHD. Além
disso, o tratamento com o CDPPB inverteu o déficit de memaria exibida pelos
camundongos BACHD.

A estimulacdo do mGIuR5 pode levar a ativacdo de vias capazes de
promover neuroprote¢cdo ou exacerbar a neurotoxicidade (Bruno et al., 2001;

Zeron et al., 2002; Schiefer et al., 2004; Baskys et al., 2005; Tang et al., 2005).
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A ativacdo da liberacdo de Ca?* intracelular pelo mGIUR5 ocorre via proteina
Gagi11, O que leva a ativagdo da fosfolipase CB1 e produgéo de InsP3. Altos

niveis de [Ca®"]

podem contribuir para processos de excitotoxicidade,
exacerbando a morte neuronal (Orrenius et al., 2003). Por outro lado, a
estimulacdo do mGIuR5 contribui para a ativacdo dos NMDAR, sendo que a
ativacdo deste ultimo receptor estd intimamente envolvida no processo
neurotoxico (Awad et al., 2000). Em suporte a esse pressuposto, foi
demonstrado que o bloqueio do mGIUR5 pelo MPEP foi capaz de atenuar a
apoptose induzida por glutamato em neurbnios estriatais de camundongos
transgénicos da DH (Tang et al., 2005). No entanto, os nossos dados mostram
resultados opostos, uma vez que demonstramos que o MPEP né&o é capaz de
reduzir a morte celular neuronal induzida por glutamato (Fig. 11). Além de o
MPEP possuir efeito neurotoxico quando aplicado na auséncia de glutamato
(Fig. 11) observamos que ele inverte o efeito neuroprotetor mediado pelo
VU1545 (Fig. 17). Em nosso estudo, estimulamos os neurbnios estriatais com
glutamato na presenca ou auséncia de MPEP por 20 horas, diferente das 8
horas de estimulac&o realizada por (Tang et al., 2005). E razoavel pensar que o
efeito neuroprotetor inicial promovido por MPEP decorre do bloqueio da
liberacdo intracelular de Ca®*, entretanto, ele também bloqueia a ativacdo de
vias neuroprotetoras, sugerindo que quando o bloqueio do mGIuR5 ocorre por
longos periodos, o efeito do MPEP passa a ser neurotdxico (Doria et al., 2013).

O mGIuRS5, além de promover a libertacdo de Ca®" através de receptores
de InsP3, pode também ativar vias neuroprotetoras, tais como a ERK1/2 e AKT
(Rong et al., 2003; Mao et al., 2005). Corroborando esses resultados, trabalhos

recentes indicam que a ativagdo dos mGIluR1/5 promove neuroprotecdo (Bruno
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et al., 2001; Baskys et al., 2005; Ribeiro et al., 2010; Chen et al., 2012). Neste
trabalho nés encontramos que o DHPG é neuroprotetor ante a morte neuronal
causada pelo insulto de glutamato (Fig. 11), o que sugere que a ativacdo dos
MGUR1/5 € mais eficaz em promover neuroprotecdo do que o bloqueio dos
mGIuR1/5. Ocorre, entretanto que a neuroprotecdo mediada pelo DHPG néo é
tdo eficaz quanto a neuroprotecdo promovida pelos MAPs do mGIuR5. Além
disso, ao contrario dos MAPs do mGIuR5, o DHPG aumenta a morte neuronal
basal (Fig. 11). O DHPG, além de ativar vias neuroprotetoras, também
promove a liberacédo de Ca?* a partir dos estoques intracelulares, o que pode
contribuir para a excitotoxicidade (Ribeiro et al., 2010). Hipotetizamos neste
trabalho que tanto o bloqueio do mGIuR5 com MPEP quanto sua ativacéo por
meio do DHPG néo sao estratégias ideais para promover neuroprotecao. Por
outro lado, a interacdo dos MAPs com o mGIuR5 estabilizam uma conformacéo
do receptor de forma a facilitar a ativacdo de vias neuroprotetoras, tais como
AKT e ERK1/2, sem desencadear liberacdo excessiva de Ca* intracelular.
Trabalhos publicados indicam que a ativacdo de AKT pelo mGIuR5
parece ser independente da via InsP3/Ca?*, uma vez que seria o acoplamento
de Homer/PIKE/mGIUR5 que permitiria a ativacdo de PI3K por PIKE,
promovendo a ativacdo da AKT (Rong et al., 2003; Hou e Klann, 2004). Além
disso, ja foi demonstrado que os MAPs do mGIuR5 sédo capazes de ativar
determinada via de sinalizacdo em detrimento a outra (Zhang et al, 2005;
Bradley et ai, 2009, Chen et al, 2012). A estimulacdo de astrécitos corticais
com DFB, CPPHA e CDPPB na auséncia de um agonista do mGIuR5 falhou
em promover liberacdo de Ca®" para além dos valores basais (Zhang et al.,

2005; Bradley et al.,, 2009). No entanto, o DFB e CPPHA sdo habeis em
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aumentar a ativacdo de ERK1/ 2, ainda que na auséncia de um agonista do
MGIuUR5 (Zhang et al., 2005). Além disso, cultura primaria de neurbnios
corticais, quando tratados com CDPPB, exibiram niveis elevados de ativacéo
de ERK1/2 (Chen et al. De 2012). O mGIuR5 promove a ativacdo de ERK1/2 e
AKT de forma semelhante, e esta ativacdo ocorre via Homer. Os MAPs do
MGIuUR5, além de serem eficientes em promover ativacdo de AKT na auséncia

de um agonista do mGIuR5, nédo desencadeiam aumento de [Ca?'];

(Doria et
al., 2013). A ativacdo de AKT por meio dos MAPs do mGIuR5 parece ser
essencial para prevenir a morte neuronal induzida pelo glutamato, uma vez que
o blogueio da ativacdo AKT reverte completamente a neuroprotecao induzida
pelos MAPs (Fig. 18).

Demonstramos neste trabalho que o VU1545 parece ser mais eficaz em
promover neuroprotecdo em neurdnios estriatais de camundongos BACHD,
guando comparado ao controle WT. Quando os neurbénios de um camundongo
modelo transgénico da DH foram tratados com DHPG, esses néo
apresentaram niveis de fosforilacdo de AKT diferentes do controle (Ribeiro et
al., 2010). Entretanto, no caso do VU1545, este MAP promoveu maior nivel de
fosforilacdo de AKT em neurbnios estriatais BACHD em relacdo ao controle
(Doria et al., 2013). Estes dados ilustram o potencial dos MAPs do mGIuR5,
especialmente o VU1545, como ferramentas terapéuticas para prevenir a morte
neuronal que ocorrem na DH. Os MAPs do mGIuR5 s&o bastante seletivos
para 0 mGIUR5 e atualmente estdo sendo testados no tratamento de outras
desordens do sistema nervoso central (Ritzen et al., 2005; Conn, Lindsley, et

al., 2009; Rodriguez et al., 2010). Testes in vivo em animais e ensaios clinicos

em humanos indicam que os MAPs do mGIuR5 podem ser boas opcgodes

65



terapéuticas para o tratamento da esquizofrenia, apresentando baixa toxicidade
e boa tolerancia pelos pacientes (Rodriguez et al., 2010; Spear et al., 2011;
Gray et al.,, 2012). Os dados aqui apresentados demonstram que a
neuroprotecdo mediada pelos MAPs ocorre via mGIuUR5 e que esta protecdo €
dependente da ativacdo da AKT. Mostramos ainda que os MAPs possuem
baixa toxicidade e sdo eficazes em proteger os neurbnios do insulto pelo
glutamato. O VU1545 mostrou-se capaz de promover neuroprotecdo em doses
muito baixas e esta neuroprotecdo foi mais robusta em neurénios BACHD do
gue em WT. Os experimentos comportamentais indicam que os camundongos
BACHD apresentam um desempenho motor e cognitivo inferior aos WT. O
tratamento sub-crénico com CDPPB melhorou o déficit de memoria relacionado
a DH, observado em camundongos BACHD, enfatizando ainda mais o
potencial dos MAPs do mGIluR5 como ferramentas potenciais para tratar
doencas neurodegenerativas, especialmente a DH. Como o diagnostico da DH
pode ser realizado no inicio da vida por testes moleculares, os MAPs do
MGIUR5 poderiam ser utilizados para retardar a perda neuronal e, por

conseguinte, a progressao da doenca.
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6. PERSPECTIVAS

O estudo da atividade in vivo dos MAPs para o mGIuR5 apresenta
grande potencial para minimizar o efeito da DH. Como visto que o CDPPB

possui atividade in vitro e in vivo, nossos futuros trabalhos visam:

e Realizar uma curva dose-resposta a fim de identificar doses minimas de

CDPPB que sejam eficazes em promover neuroprotecao;

e Avaliar o efeitos da administracdo crénica de CDPPB a camundongos

BACHD por meio dos seguintes experimentos:

e Fosforilagdo de ERK e AKT para determinar se a administracéo
de CDPPB é capaz de ativar vias protetoras in vivo;

e Imunohistoquimica para avaliar morte neuronal e formacdo de
agregados huntingtina;

e Microscopia eletrdnica para avaliar a morfologia neuronal e
sinaptica;

e Preferéncia por sacarose para avaliar o efeito antidepressivo do
CDPPB sobre os animais WT e BACHD;

e Reconhecimento de objeto para avaliar se o CDPPB ameniza o
comprometimento cognitivo dos animais WT e BACHD;

e Rota-rod para avaliar se o CDPPB ameniza o comprometimento
motor dos animais WT e BACHD,;

e Teste aversivo de comida para avaliar o efeito ansiolitico do

CDPPB sobre os animais WT e BACHD;
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Teste de enterrar bola de gude para avaliar o efeito ansiolitico do
CDPPB sobre os animais WT e BACHD;

Ressonancia magnética para mensurar alteracdes de tamanho e
volume do cérebro e estruturas especificas de animais BACHD e

WT, tratados ou ndo com CDPPB;
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Anexos

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 3/2014, relaivo ao projeto intitulado
“Investigacdo da fungéo de receptor MGLURS na ativagdo da quinase AKT e
de sua sinalizacao subsequente, em conexio com a patologia da doenga de
huntington (DH)', que tem como responsavel{is) Fabicla Mara Ribeiro ,
esta(30) de acordo com os Principios Eticos da Exparimentacdo Animal, adotados
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Aninial {CETEA/UFMG), tendo sido
aprovado na reunido de 27/ 04/2011.

Este certificado expira-se em 27/ 04/ 2016.

CERTIFICATE
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BACKGROUND AND PURFOSE

Huntington's disease (HD) s an autosomal dominant neurodegenerative disorder caused by a polyglutamine expansion In
the huntingtin protein. We have previowsly demonstrated that the cell signalling of the metabotropic glutamate receptor 5
(mGIuRS) s altered In a mouse model of HD. Although mGluRS-dependent protecthve pathways are more activated In HD
nieurons, intracellular Ca™ release 1s also more pronounced, which could contribute to excitotodcty. In the present study,
we alm to Imvestigate whether mGIURS positive allosteric modulators (PAMs) could activate protective pathways without
triggering high levels of Ca® release and be neuroprotective In HD.

EXPERIMENTAL APFROACH

We performed a neurcnal cell death assay to determine which drugs are neuroprotective, Westem blot and Ca®™ release
experiments to Investigate the molecular mechanisms invobved in this neuroprotection, and object recognition task to
determine whether the tested dnugs could ameliorate HD memory deficit.

KEY RESULTS

‘W find that mGIuRS PAMs can protect striatal neurons from the exdtotoxic neuronal cell death promoted by elevated
concentrations of glutamate and NMDA. mGluRS PAMs are capable of activating Akt without triggenng increased Intracellular
Ca® concentration ([Ca®*]); and Akt blockage leads to loss of PAM-mediated neuroprotection. Importantly, PAMs' potential as
drugs that may be wsed to treat neurndegenerative diseases Is highlighted by the neuroprotection exerted by mGluRS PAMs
on striatal newrons from a mowse model of HD, BACHD. Moreover, mGluRS PAMs can activate neuroprotective pathways
more robustly In BACHD mice and ameliorate HD' memory deficit.

COMCLUSIOMS AND IMPLICATIONS
mCluRS PAMs are potential drugs that may be used to treat meurcdegenerative diseases, espedally HD.

© 2013 Tha Authors British Journal of Pharmacology (2013) 169 905921 909
British jourral of Farmacology © 2013 Tha Britsh Flarmacoiogical Soclaby - !
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Abbreviations

[Ca®™],, intracellular Ca®™ concentration; CDPFB, 3-Cyano-N-(1,3-diphenyl-1H-pyrazol-5-yljbenzamide; CPPHA,
MN-{4-Chloro-2-[(1, 3-dioxo- 1, 3-dihydro-2H-solndol-2-yl)methyl|phenyl)-2-hydroxybenzamide; DFE, [(3-Fluorophenyl)
methylene|hydrazone-3-flucrobenzaldehyde; DHPG, (53, 5-dihydroxylphenylglycine; HD), Huntington's disease;

Hitt, huntingtin; InsP3, inositol-1,4,5-triphosphate; LY294002, 24 4-Morpholinyl)-8-phenyl- 1{4H}-benzopyran-4-one
hydrochloride; mGlul, metabotropic glutamate receptor; MPEP, 2-methyl-6-(phenylethynyl}-pyridine; PAM, positive
allosteric modulator; PIKE, PI3K enhancer; VU1545, N-]1-{2-Fluorophenyl)-3-phenyl- 1 H-pyrazol-5-y1]-4-nitrobenzam Ide;

WT, wild type

Introduction

Huntington's disease (HD) is an autosomal dominant newro-
degenemtive disorder caused by a polyglutamine expansion
in the amino-terminal region of the huntingdn (Hit) protein
(Group THsS[MCR, 1993). HD patents exhibit a progressive
neuronal cell loss in the caudate-putamen and neocortical
regions of the brain, which leads 1o motor deterioration, loss
of cognitive funchon, psychiatric disturbance and death
(Young, 2003; i and Li, 2004).

Glustamate is postulaved o play an important role in excl-
totoxic neuronal cell loss (DiFigha, 1990; Micolettd o al,
19046; Calabresi &t al., 1999: Ribeiro ot al., 2010a). Although it
is well established that overstimulation of ionotropic gluta-
mate receptors, such as NMDAR, leads 0 exctotoxicity, the
rofe of metabotropéc glutamate receptors (mGluks) in newro-
nal cell death processes is not completely understood (Zeron
et al., 2002; schiefer ot al., 2004). Group | mGluRs (mGluR1
and mGluRs) are coupled wo the activation of Gy, proteins,
which stimulate the actvaton of phospholipase Cp1 resubt-
ing in diacylglycerol and inositol-1,4, 5-triphosphate (InsP3)
formation, release of Ca®™ from intracellular stores and ac-
wation of protein kinase C. Actvation of mGluR1/5 expressed
in newrons from a mowse model of HD leads to high levels of
Ca™ release from intracelbular compariments, which can con-
tribute w excitotoxic processes (Tang o al., 2005; Ribeiro
et al., 2010b). However, mGluR1/5 stimulation also leads to
activation of other signalling pathways important for cell
survival/proliferation, such as ERK and Akt (Rong ef al., 2003;
Hou and Klann, 3004; Mao ef al, 2005). Interestingly,
mGluRs activaton leads to higher levels of ERK amd Akt
activation in HD than in control newrons (Ribeiro of al,
20108). Thus, mGluRS cn produce either excitotoxicity or

neurogrotection depending on which cell signalling pathway
Is actvated.

To characterize drugs that could be neuroprotective in
HD, we have investigated a number of compounds acting on
mGluks. We find that mGlRS blockage by 2-methyl-6-
(phenylethynyl)-pyridine (MPEF) iIs not neuroprotective,
although mGRLS actvadon by (Sk3,5-dihydroxyl-
phenylgiycine (DHPG) promotes neuroprtection  against
glutamate-induced neuronal death. However, both MPEP
and DHPG treatments inorease basal newronal death. The
neurotoxic effecs of mGIuRS agonisss and antagonises might
be due to oversimulaton of Ca* release or blockage of
protective pathways respectively. mGluRs positdve allosteric
modulators (PAMs) can actdvate one signalling pathway
without triggering others (Zhang ef al, 3005; Bradley
etal, 2009 Chen atal, 2012). Thus, we dedded to
investigate whether the mGluRS PAMS, [(3-Fluorophenyl)
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methylene|hydrazone-3-luorobenzaldehyde (DFB), N-[1-(2-
Fluorophenyl)-3- phenyl- 1H-pyazi-5-yl]-4-nitrobenzamide
(WU1545) and  3-Cyano-N-(1,3-diphenyl-1H-pyrapol-5-yl)
benzamide (CDPPE) could have a neuroprotective role. We
find that mGluRS FAMSs are capable of protecting neurons
from glutamate and NMDA-Induced newronal cell death.
The tested FAMS can activate Akt without promotng intrac-
ellular Ca* release, and blockage of Akt sttmulation abrogates
rAnM-mediated neuroprotecdon. PAMS are also capable of
promoting neurogrotection in striatal meurons from a mouse
model of HD, BACHD, and one of the tested PAMs, V1545,
move efficiently activates Akt and promotes neuroprotection
in BACHD neurons than in wild-type (WT) neurons. Moreo-
ver, the memory deficit exhibited by BACHD mice was amel-
iorated by CDFFE treatment. Thus, our results indicate that
mGluRs FAMS exhibit the potential to treat HD as they
prevent neuronal death and improve memory deficit in an
HD mose model.

Methods

Material

Mewrobasal medium, N2 and B27 supplements, GlutabMAX
(0.0 pg-mL”" peniciliin and 500 pg-mL streptomydn,
Fura-2 AM, DAFI, mouse ant-nueronal nucle (Neu™N) mono-
donal antdbody, Alexa Fluor 633 goat ant-mouse and Alexa
Fluor 48E goat anti-rabbit secondary antibodies, and livel
dead viability assay were purchased from Life Technologies
(Foster City, CA, USA). Rabbit anti-vesicular GAEA trans-
porter (VGAT) was purchased from Merck Millipore (Billerica,
MA, USA). DHPG, MPEF DFE, VUI545 and CDFFE were
purchased from Tocris Cookson Inc. (Ellisville, MO, USAD
HRF-conjugated anti-rabbit 1gG secondary antibody was from
Bio-Rad (Hercules, CA, USA). ECL Western blotiing detection
reagents were from GE Healthcare (Littke Chalfont, UKD
Rabbit and-phospho Akt and anti-Akt monospecific clonal
antibodies were from DE Biotech (Kosice, Slovakda). 2-(4
Morpholinyl}-8-phenyl-1(4H)-benzropyran-+-one  hydrochlo-
rde (LyZ94002) and all other biochemical reagents were
purchased from Sigma-Aldrich (5t Louds, MO, USAd All
studies involving animals are reported in accordance with the
ARRIVE puidelines for repordng experiments involving
animalks (Kilkenny &t al,, 2010; MoGrath & al, 20100

Mouse model

FVB/M] iwild typel and FVB/N-Tg (HTT9700Xwy]
(BACHD) trangenic mice (Gray ef al, 2008) were purchased
from Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). Mice ware
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housed i an animal care fadlity at 23°C ona 12 h light/12 h
dark cyde with food and water provided ad [btum. Animal
care was in acocordance with the Universidade Federal de
Minas Gerais Ethics Committes on Animal Experimeditation,
CETEA.

Neuronal primary culture preparation

Meuronal cultures were prepared From the striatal region of
E15 mouse embryo brains. Animal procedures wese approved
by the Ethics Committee on Animal Experimentation,
CETEA/UPMG. Afver dissection, striatal dssue was submitted
to trypsin digestion followed by cell dissodadon wusing a
fre-polished Pasteur pipette. Cells were plated on poly-L-
omithine-coated dishes in neurobasal medium supplemented
with N2 and B27 supplements, 20 mM GletabMAX,
50.0 pg-mL" pendcillin and 50.0 pg-mL7 stepiomycin. Cells
ware inoubated at 37°C and 5% COy in a humidified incuba-
tor and cultured for 10-12 days n vitro with medium replen-
Ishment avery 4 days.

Immnumofluorescence and imaging

Seriatal neurons were washed twice in PES and fixed with 4%
formaldehyde in PES for 20 min. Afer Axation, cells were
washed with PBS and pre-incubated with a permeabilization
splution (PBS, 0.2% Triton and 3% BSA) for 60 min. Subse-
quently, rabbit and-GAT1 (1:2000 of mouse ant-MNeuM
(1:500) antibodies ware added vo cells and incubated at 4°C in
permeabilization solution for 16 b Cells were washed and
incubated with goat ant-rabbit and ant-mouse antibodies
conjugated wo Alexa Fluor 633 and Alexa Fluor 488, respec-
tively, for 60 min in permeabilizaton solution at 1: 1000 dilu-
tion. Following that, cells were washed and stained with DAFI
1:1000 for 10 min. Detection of immunolabelled proteins
was performed wusing Alter sets for excitation of 390040,
4E2/18 and 586/15 nm and emission of 446/33 nm for DAPI,
533/50 nm for Alexa Fluor 488-labelled anti-NeuM antbody
and 646/68 nm for Alexa Fluor 633-labelled ant-GAT1 ant-
body. Images were obtained by Auorescence microscopy
using an Olympas IX70 Multi-Fluorescence Microscope
(Olympus, Tokyo, Japan) and an Olympus Evolt E-300 camera

(Olympus).

Akt activation experiments

meuronal primary cultures from WT and BACHD embryos
were incubated in HBSS for 20 min at 37°C. Cultures werne
then stimulated with DHPG (from a 10 mM stock solution in
HESS), DFB (from a 10 mM stock solution in DMS0), VU1545
(from & 10 md stock sodution in DMS0) and CINFPB (from a
10 mM stock solution in DMS0) at concentrations indicated
in the fignre [egevuds for 5 min at 37°C. When LY 204002 (from
a 10 mM stock solution in DMS0) was used, it was added
5 min prior to and kept during mGluRS stimulaton. Newrons
ware lysed in RIFA 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 decxycholate, 0.1% SDS) comtaining protease inhibi-
tors (1.0 mM AERSF and 10.0 pg-mL" of both leupeptin and
aprotinin). About 5000 pg of total cellular protein for each
sample was subjected to SDS-PAGE, followed by electrobot-
ting onto nitrocellulose membranes.

mGluRS PAMs are neuroprotective in HD I% l I'_.

Immunoblotting

Membranes were blocked with 5% BSA in wash bufffer
(150.0 mM MaCl, 10.0 md Tris-HCl, pH 7.0 and 0L.05%
Tween 20} for 1h and then incubated with rabbit anti-
phospho Akt (5473) (1:1000) antibody in wash buffer con-
taining 3% BSA for 2h at robm temperatiure. Membranes
were finsed three times with wash buffar and then incubated
with secondary HRP-conjugated goat anti-rabbit 1pG dilwted
1:5000 in wash buffer containing 3% skim milk Ffor 1 h.
Membranes were rinsed three tmes with wash buffer and
incubated with ECL Wesern bloting detection reagents.
Antbodies were then stripped and membranes ware
incubated with ant-Akt (1:1000) for 2 h and probed with
secondary antibody to determine total Akt expression. MNon-
saturated, immunoreacive Akt bands were guantified by
scanning densitometry. Immuno-band intensity was calou-
lated using Image]™ software and the number of pixels of Akt
phospho-bands was divided by the number of pixels of total
Akt 0 normalize phosphoryladon levels of kinases o total
kinase expression.

Cell death assay

Mewrons were incubated for 20 h with either vehicle or drug,
glutamate (from a 10 mM stock solution in HyO0), DHPG,
MPEF, DFE, VU1545, COPPE andfor LY294002, as indicated
in the figure lepemd, and cell death was determined by
livefdead wiability assay, as described previously (Ribeiro
et al, 2010b). Briefly, newrons were stained with 2.0 pa
clcein acetoxymethyl ester (AM) and ZOpM ethidium
homodimer-1 for 15 min and the fractions of live (caloein AM
posidve) and dead (ethidium homodimer-1 positive) cells
were determined. MNeurons were visualized by Auorescence
microscopy wsing an Olympus 1X70  Muld-Fluorescence
Microscope. Images were capwured using an Olympus Evolt
E-300 camera and scored by a blinded observer. A minimum
of 300 calls were analysed per well in triplicate using Image]
software. Dead cells were expressed as a percentage of the
total number of calls.

Measurement of intracellular

Ca™ concentration

Mewronal primary cultures from WT and BACHD embryos
seeded on 12 mm coverslips were loaded with 0.2 pM Pura-2
AM For 20 min at 37°C. Coverslips were washed with HESS
and inserted int0 3 cuvette filled with Z.OmL of HBSS.
Mewrons were stimulated with 10.0pM DFE, 10,0 pM
VU545, 10.0 pM CDPFB, 10.0 pM DHIG or 30.0 mM KOl
and illeminated with alternating 345 and 380 nm light, with
the 510 nm emission detected using a PT1 spectrofluorimeter.
Baseline (60 5) measurements were obtained before addition
of agonist. At the end of each experiment, SD5 10% (0.1%
final) was added to obtain Re., Followed by 3.0 M Tris +
4000 mM EGTA (pH B&6) for R as descrbed by
Grynkiewicz et all (1985). The increase in intracellular Ca®™
concentratdon ([Ca™]) promowed by depolarization induced
by 3000 mM KO was taken as 100%.

Novel object recognition task
The object recognition test is based on differential spontane-
ous exploration of novel and familiar objects (Ennaceur and
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Delacour, 196E). The apparatus used was an open box made
of PVC (50 = 35 » 25 cm) surmounted by a video camera and
a light. Objects were made of glass or plastic and their weight
was such that mice could not displace them. As far as we
could ascerain, they had no natural significance for mice and
they had never been associated with reinforcement. Indtial
tests showed that mice did not have any preference for the
objects used. The general procedure consisted of thres diffar-
eqt phases: habitustion, training and test phase. On the frst
day, mice were individually submitted 0 a single habituation
session of 10 min, durdng which they were introduced to the
empty arend. On the second day (24 h later), animals were
submitted to a single 10 min training session, during which
two identical objects wene placed in symmetrical positions
from the centre of the arena and each object was 15 om from
the side walk. After a 90 min delay, during which mice
revurned wo their home cage, they were relmtroduced into the
arena for 10 min (test phased and exposed to two objecs, a
familiar object and a mowel object, placed at the same loca-
tions as during the training phase. To control odowr cues, the
apparaties and objecis were deaned with 70% ethanol
between each session and animal. All sessions were per-
formed during the first part of the light cycle, and mice were
acclimated to the room for at least 30 min before the begin-
ning of each session. Explofation Hme was defined as sniffing
or touching the object with the nose. Data are expressad as
recognition index, calculated according to the following for-
mulae: time exploring the new object x 100/(ime exploring
the familiar object + time exploring the new object) (Lazaroni
etal., 2002). Two wesks afver submitting untreated (MNT) mice
to object recogniton test, animak were teated with CDFFE
(5 mg-kg ") for 7 days and resubmitted to object recogniton
assay. CDPFE was suspended in 0.5% methyloellulose and
Injected i.p. at a volume of 2 mL-kg®.

Data analysis

Means = SEM are shown for the number of independent
experiments indicated in figure legemds. GraphFad Prism™
software was used to analyse data for stadistical signdficance
and for curve fitting. Statistcal significance was determined
by amova testing followed by Bonferrond post Foc multple
Comparison testing.

Results

mGIuRS activation protects against
glutamate-induced neuronal cell death

In order to characterize the primary cultures smployed in this
stundy, we have used various neuronal-speci fic markers. DAPI,
which is a nudear marker that stains DNA, was used to
determine the votal number of calls (Supporting Information
FE. 51E and C). Most cells present in these primary cultures
were neurons as they were (about 95%) NeuM positive (Sup-
porting Information Fg S1A, B and C). Moreover, cultured
neurons ane mainly medivm-sized spiny newrons as they are
positive for the VGAT (Supporting Information Fig. 51D, E
and F). Meurons that were incubated with Auorescent second-
ary antibodies in the absence of primary antibodies did not
exhibit any staining (Supporting Information Fg. 51G, H and
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1. In addition, Neurons that were incubated with anti-
excitatory amino add transporter 3 antibody, which is a
marker for glutamatergic neurons, exhibited no staining,
indicating that the neurons present in the striatal primary
cultires were not contaminated with glutamatergic neurons
(data not shown).

Increased levels of glutamate promote neuronal cell death
by acivating excitotoxic mechanisms mainly due to augmen-
tation of cytosolic Ca™ concentration (DMFigha, 1990;
Micoletti ef al., 1996; Calatwesi & al., 1999). Primary-oultured
striatal neurons stmulated with 0.0 pM glutamate for 20 h
exhibited 29.46 £ 0.7% newronal cell death above basal levels
(Figure 1). Higher levels of glutamate, such as 100.0 and
250.0 pM glutamate, promoted 3682 = 21 and 5223 *
3.5% newronal cell death respectively (data not shown).

[
Glut 50 uM

E

E 8 &

{% of calls)

Cell death over basal
=

& v
&

Figure 1

DHPG, but not MPEP, protects against glutamate-induced newronal
cell death. Shown is a representative image for primenycultuned
striatal neurons abeled with calcsin AM (A, green, e oslls) and
ethidium homodimer-1 (B, red, dead o=k} exhibiting basal newronal
death. Also shown is a representative image for primany-cultured
striatsl meurons treated with 5000 pM glutamate for 20h and
labelled withi caloein AM (O} and ethidium homodimer-1 (D). {E}
Graph shows percentage of neuronal cell death in prima—y cultured
striatal newrcns that were treated with 10,0 whd MPEF, 10.0 pM
DHPG, 5000 pM glutamate, 10,0 pkd MPEP + 50,0 pM glutamate
and 10.0 b DHPG + 5000 pM glutsmate for 20 h. Data represent
the means + SEM of four independent experiments. * indictes sig-
nificant difference as compared with newrons treated with glutamate
and * indicates significant differences 25 compared with basal new-
ronal desth (P < §U0EL
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Glutamate-mediated excitotoxic newronal cell death ocours
mainly v¥ia NMDAR actvation, although group 1 mGluR
stimulation may also play a role in this cell-death process
{DdFigha, 1990; Mioetd & al, 19946; Calabresi ef al., 1999),
As it 5 not dear whether mGIluR1/5 activation can exacerbate
or protect against neuronal cell death, we dedided to invessi-
gate whether either MPEF, which is an mGluRS negative
allosteric modulator that acks as an inverse agonist, or DHPG,
which is an mGlR1/S agonist, could protect against
glutamate-induced neuronal cell death. 10,0 pM MFPEF was
not effidient in protecting neurons from glutamate-induced
neuronal cell death (Figure 1E). Moreover, MPEF in the
absence of plutamate was neurowoxic (Fgere 1E). About
10.0 pd DHPG treatment decreased glutamate-induced neu-
ronal death; however, DHPG also promoted an increase in
neuronal death when applied in the absence of glutamate,
which indicates that DHFG @n be either newrotoxic or
neurogrotective depending on the context of activaton
(Fgure 1El. mGluRks can both increase cytosolic Ca® concen-
tration and activate protective pathways (Rong e af,, 2003;
Hoi and Klann, 2004; Mao ot al., 2005). Thas, the neurotoxic
effects of mGIuRS agonists and antagonists might be due to
oversimulatdon of Ca* release and blockage of protective
pathways respectively.

mGlulS PAMs activate AKT without
increasing intracellular Ca® concentration
and protect against glutamate-induced
meuronal cell death

Drrugs acting on mGluRs that could activate prosective path-
ways, such as Ake, but without triggering Ca® release might
have effiective neuroprotective actions. It has been demon-
strated that mGIluRS PAMs can activate one signalling
pathway without triggering others (Zhang efal, 2005;
Bradley et al., 2009 Chen & al., 2012). Thus, we dedided to
Investigate whiether PAMS in the absance of agonist were abla
to promote Akt activation without triggering Ca™ release. To
test this, striatal neuronal cultures were labedled with Fura-2
AM and stimulated with 100 p DFE, 10,0 pM WVII1545,
100 pM CDPPB, 10.0uM DHPG of 30.0mM KCI DFB,
V1545 and CINTE did not promote an increase in [C3™),
above basal levels (Figure 2). However, DHPG promoted an
increase in [Ca®™), that was 62.87 = 10.0% of that promoted

by 30,0 mM KCl depolarization (Figure Z).
To determine whether PAMS could activate Akt in the

absence of an mGRS agonist, we stimulated primary-
cultured striatal neurons with PAMs and determined Akt
phosphorylaton by Western blot experiments.  About
10.0 pd DFB was not suffickent w0 acHvate Akt above basal
levwals (Figure 34 and B). However, 10000 pid DFB was efficient
in promoting Akt activation above basal levels, and DFB-
mediated Akt activadon was as robust as that promosad by
10.0 pd DHPG (Figure 34 and B). In addition, both V1545
at the concentrations of 1000 amd 10000 pd (Figure 3C and D)
and CDPFE also at the concentratdons of 1000 and 10020 pM
(Figure 3E and F) acdvaved Akt above basal levels as robustly
as 10.0pM DHPG. As VUI1545 and CINFPE promoted Akt
phosphorylaton as efficiently at the concentration of
10.0 pMd a5 at the concentration of 100.0 pM, we decided to
test whither these drugs could activate Akt when employed

mGluRS PAMs are neuroprotective in HD I{ l I'_.
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Figure 2

mGluRS PAMs do not promote increased intracellular Ca? concen-
tration. Graph shows intracellubsr Ca™ concentration in primany-
cultured striatal newrons stimulated with 1000 pM DFE, 10.0 pM
VU545, 10.0 pM CDPFPE and 10.0 pM DHPG. Data represent the
means *+ SEM of stix independent experiments sopresesd 2 pecent-
age of 300 mM KOhinduced Ca™ release. * indicates significant
difference as compared with basal Ca™ release (P < 0.05).

at lower concentrations. Both YU1545 (Figure 44 and E) and
CDFFB (Figure 4C and D) at the concentrations of 0.1 and
1.0 pM effidiently promoted Akt activation above basal levels.
Moreover, Akt activaton by VU1545 (Figure 4A and BE) and
CIFFE (Figure 4C and D) at the concentrations of 0.1 and
1.0 uh were as efficlent as 10,0 pM DHPG in promoting Akt
activation. These data indicate that mGluRS FAMS can act-
vate Akt in the absence of an mGIluRS agonist, having the
potential t0 be neuroprotective. Moseover, low concentra-
tions of VU1545 and COPFE could be sufficient w0 induce
e otecH o,

As all tested mGIuls PAMs were efficient in activating Akt
without promoting increased |Ca®), we dedded w test
whethar these drugs could be neuroprotective. To investigate
this, primary-culwred sriatal meurons were weated with
glutamate in the prsence or absence of PAMSs for 20 h.
vehide, including H0, HBSS or DMSO, in the absence of
drug was not sufident to modify neuronal cell death as
compared with basal levels (Supporting Information Fig. 520
However, neuronal cell death induced by 5000 and 100.0 phd
glutamate was significantly reduced by co-stimulating the
cultures with DFB, VU545 and CDFPPE at the concentrations
of 10.0pM (Figure SA) and 100 nM (Figure SE). These data
highlight the potental of mGIuRS PAMSs as neuroprotectve

VU1545 is a very potent neuroprotective drug
and this neuroprofection is dependent on

Akt activation

To determine the minimum concentration of mGIuRS FAMs
NECESSATY 0 PrOMOote Neuroprotection, we performed a dose—
respodse experiment using VIU1545 at the concentrations of
1.0, 5.0, 10.0, 5000, 1000 and 10 000.0 nki. Abowt 1.0 nbd
YU1545 sufficed to protect neurons from glutamate-induced
cell death, although 5.0 nkd V1545 elicted higher levels of
neuroprotection (Figure GA). Interestingly, 5.0 nM VU545
was a5 efficient as 10 (000 oM V1545 b0 PIOMOME neuro-
protection  (Figure 6A). Moreower, when applied in the
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compared withy untreated neurcns (P < 0U05).

absence of glutamate, VU1545 did not increase neuronal
death abwowe basal levels at any of the tested concentrations,
although we observed a tendency towards augmented newro-
nal death when V111545 was applied at high doses such as
10 000.0 nM (Figure §A). Thus, YU1545 is a very potent neu-
roprotective drug and, different from DHPG, has no neuro-
toxic effect when applied in the absence of glutamate.

Most newronal cell death induced by glutamate is due to
MMDAR overstimaulation (Zeron et al, 2001). However, it has
been shown that simulation of other glutamate receptors
such as group | mGluRs can be newroprotective (Baskys o al,
2005). To determine whether VU1545-dependent neuropro-
tection depends on glutamate co-simuladon of mGhuRs, we
decided 0 examine whether V1545 @an protect against
neurctoxicity induced by NMDA, which does not activate
glutamate receptors other than NMDAR. NMDAR stimulation
led to high levels of neuronal death, especially when NMDA

914  British joumal of Pharmacology (2013} 168 909621

was applied at high concentrations such as 1000 pM
(Flgure 6E). About 100.0 Nk VU1545 led to neuroprotection
against NMDA-induced neuronal cell death and this mewro-
protection reached statistical significance in the case of
neurons wreated with 10,0 pM NMDA (Figure 6B). These data
indicate that VU1545 neuroprotecion i5 independent of
glutamate co-stimulatdon and that this PAM can protect
against both glutamate- and NMDA-indwced neurotoxicity.
To confirm that the neuroprotective effect exerted by
YU1545 was through mGluRs, we introduced MPEF to
primary-cultured striatal neurons that were treated with
50.0pM glutamate + 100.0 nM VU1545 for 20 h. MPEP
oompletely  blocked VU1545-induced  neuroprotection
(Fgure 6C), stongly implicating mGluRS in this neuropro-
tective mechanism. To determine whether Akt activation by
PAMS is imponant for mGluRS PAMs' neuroprotective effects,
we blocked Alt stimulation by using a FI3K inhibitor,
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L¥YZ94002. FI3K b responsible for phosphorylating Akt on
serine-473, promoting Akt activatdon (Rong ot al, 2003).
Thus, blocking FI3K with LY 293002 leads to Akt inhibition.
Western blot experiments indicated that primary-cultured
striatal meurons that were pre-incubated  with 250 pM
L¥294002 for 5 min prior to 1000 ph ¥U1545 stimulation for
5 min exhibited no Akt phosphorylation above basal levals
(data not shown). To test whether Ak actvation by VU1545
was responsible for VU1545-induced neuroprotection, we
added 250pM LY294002 w0 primary-cultured siriatal
neurons that were weated with either 50.0 pM glutamate or
50.0 pM glhstamate + 1.0 pM V1545 for 20 h. VU545 neu-
rogrotection against glutamate-induced neuronal cell death
was eliminated by the additon of LY204002 (Figure SDN).
These data indicate that YU1545-mediated neuroprotecion
15 dependent on Akt activation.

mGluRlS PAMs can protect striatal neurons
from a mouse model of HD against
glutamate-induced neuronal cell death

To test whether mGIuRS PAMs could be efficient neuropro-
tective drugs in neurodegenemtive diseases, we tested thesa
compounds in primary-cultured striatal newrons from a
mouse model of HD, BACHD. When both WT and BACHD
neurons were oo-simulated with 1.0 pM DFB (Figure TA),
1.0pM VU545 (Figure 7B} and 1.0 g CDPFB (Figure 7C),
glutamate-induced neuronal cell death was significanty
reduced.  Interestingly, VU545 neuroprotective  effect
appeared higher in BACHD neurons than in WT neuwrons
(Fgure 7C). supporting these observations, statistical analysis

(two-way anova) indicated that there was a significant inter-
action between genotype and V1545 treatment [+ (2.030) =
3.446; P= DL045].

We have previously demonstrated that AKT activation by
DHPG appeared more pronounced in neurons from a
knock-in mowse model of HD than in control mice, although
these difference did not reach statistical significance (Ribeiro
et al, 20108). Thus, we decided to investigate whether the
increased neurogeotective effect of VU545 in BACHD
neurons could be due to increased Akt acivation in BACHD
striatal newrons. To test this hypothesis, primary-oultwred
striatal neurons from WT and BACHD embryos were stimu-
lated with either 10.0 Lk DHPG or 1000 ub V1545, DHPG
promoted Akt acdvation in BACHD neurons to the same
lewels as those observed in WT neurons (Figure 8A and E).
However, VUI1545-mediated Akt phosphorylation was maore
pronounced in BACHD neurons than in WT neurons
(Figure EA and B

Stimulation of striatal neurons from a knock-in and from
a transgenic mouse modal of HD with either glutamate
of DHPG causes Increased [Ca®], as compared with that
observed in neurons from control mice (Tang ef al, 2003;
2005; Mbeiro of al, 2010b). VU1545 did not increass [Ca™], in
WT striatal newrons above basal levels (Figure 2). To test the
effect of VU1545 on [Ca®], in BACHD neurons, primary-
cultured striatal newrons from BACHD mice were laballed
with Pura-2 AM and stimulated with 1000 pM V1545, As
observed in the cse of WT neurons, VU1545 did not
promaote an incorease in BACHD neurons [Ca™), above basal
levels (data not shown). Moreover, the levels of [Ca™) in
BACHD neurons were not different from those observed in
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mGlsRS PAMs protect against gltamate-indeced neuronal cell
death. Graph shows percentage of newmonal cell death indwced by
either 50.0 cr 1000 pM glutamate in primary-cultured  striatal
mezurons that were either untreated (no PAM) or treated with DFE,
WU1545 and CDPPB at the concentrations of 1000 pM (&) and
1000 ndd (B} for 20 h. Data represent the means + SEM of four
independent experiments. * indicates significant differences as com-
pared with newrons treated with glutsmate in the absence of PAls
(P < DUOS)

WT neurons (data not shown). Taken together, these data
indicate that VU1545 does not trigger increased [Ca™), when
stimulating either BACHD of WT striatal newrons. Mofeover,
V1545 can mofe efficiently promote Akt phosphorylaton
and neuroprotection in BACHD than in WT neurons.

CDPPB ameliorates BACHD deficit in novel
object recagnition memory

It has been previowsly shown that BACHD mice exhibit kearn-
ing impairment (Southwell o al, 2009). In order to deter-
mine whether mGURS PAMs exhibit in viwo acdvity, we
investigated whether CDPPBE could improve BACHD mice
performance in the object recognition task, which measures
mice preference for a novel object. First, mice are allowed to
explore two identical objects for 10 min. Following a 90 min
delay, mice are reintroduced into the arena for 10 min and
exposed to two objects: a familiar object and a novel object.
The time mice explore the new object is caloulated as a
percentage of the total dme explorng both familiar and
novel objects. NT WT mice remembered the familiar object as
the percentage of dme exploring the new objecy was signif-

916 British joumal of Pharmacology (2013} 169 909621

canty higher than 50% (Figure 9). However, NT BAHCD mice
displayed no preference for novel object (Figure 9). To deter-
mine whethar COFPFE could ameliorate the memory deficit
exhibited by BACHD mice, we injected WT and BACHD mice
with CDIFB 5 mg-kg?' Lp. for 7 days and measured whether
wreated mice improved memory performance. Although
CIFFB did not improve WT mice performance in the object
recognitdon task, COFPB-treated BACHD mice exhibited a
significant preference for novel object, indicating that CDIFB
can reverse the memory deficic exhibited by the HD mouse
model (Figure @). These data highlight the dinical potental
of mGIuRS PAMS for treating newrodegenerative diseases.

Discussion

The loss of newronal dssue is the main factor leading w the
development of neurodegenerative diseases, such as Alzhsim-
er's diseass, Farkinson's disease and HDY (Vonsattel and
DiFigha, 1998; Doney of al., 2004 Bagesta af al., 2010; Rbeiro
et al, 2011). Thus, a drug that could protect neurons from
cell-death processes would be an important therapeutic vool
w treat such diseases. In the present study, we show that
mGluRsS PAMs, such as DFB, VU1545 and CDPFPFE, have
significant neuroprotective effects, reducing glutamate- and
WMDA-Induced newronal cell death. mGUES FAMs are
capabie of activating Akt without promoting increased [Ca™],.
Moreover, mGIURS PAMS' neuroprotect ve effects are depend-
ent on Akt activation, as blockage of this kinase leads to
loss of PAM-mediated newroprotection. Importantly, PAMs'
povental as drugs that may be used w0 treat neurodegenara-
tive diseases is highlighted by the high levels of neuroprotec-
don exerted by PAMS on BACHD neurcns simulated with
excitotoxic concentratdons of glutamate and by the higher
efficiency of mGIURS PAMs in acivating Akt in primary-
multured BACHD striatal meurons. Moreover, CDPPE treat-
ment reversad the memory deficit exhibited by BACHD mice.

mGIuRs stimulation can lead vo activation of pathways
that can either protect neurons from cell death or exacerbate
neurotoxicity (Bruno ef al., 2001; Zeron & al, 2002; Schiefer
et al., 2004; Baskys o al., 2005; Tang & al., 2005). Activation
of intracelular Ca* release by MGIURS 0COWS Via Glgn pro-
teins, leading to activation of phospholipase Cf1 and InsF3
prosfuction. High levels of [Ca™)y an contribute w0 exclo-
wxic processes, exacerbating neuronal death (Orrendus ef al_,
2003). Moreover, mGluRS contributes to MMDAR actvation,
which may also add to neurctoxicity as NMDAR stimaulation
is intimately assoclated with excitotoxic neuronal cell death
(Awad o al., 2000). In agreement with this rationale, mGluRS
ockage with MPEP decreases glutamate-induced apogrosis
of striatal meurons from a transgenic HD mouse model (Tang
et al, 2005). However, our data show opposite resulis, as we
have demonstrated that MPEP is not capable of reducing
glutamate-induced neuronal cell death (Figure 1E). In addi-
don, MPEP is neurctoxic when applied in the absence of
glutamate (Figure 1E) and reversss WU 545-mediated neuro-
protective effect (Figure 6C). We have stmulated neurons
with glutamate in the presance of absence of MPEP for 20 h
instead of & h as performed by Tang et al. (2005). Therefore, it
is possible that MPEF could be neuroprotective initally as it
blocks Ca®™ release, bt as it also blocks actvation of protec-
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WUT545 is a wery potent neuroprotective drug and this neuroprotection is dependent on Akt activation. () Graph shows the sffect of VU545
at the concentrations of 1.0, 5.0, 1000, 50.0, 100.0 and 10 000.0 nM on the percentage of newnonal cell dexth in primary-cultured striatal neurons
that were either untreated (WT) or trested with 5000 pM glutamate for 20 h. Data represent the means + SEM of four independent experiments.
* indicxtes significant differences 2= compared withi eurons treated with glutamate in the absence of VU545 (P < 0.05). {E) Graph shows
percentage of newonal c=ll death nduced by NMOA at the concentrations of 0.1, 1.0 or 10.0 pM in primary-cultured striatal eurons that wenes
either MT (o WUT545) or trested with WU 545 100.0 nM for 20 h. Data represent the means + 3EM of three independent experiments.
* indicates significant differences as compared with neurons treated with 10,0 pkd NMDA in the absence of V1545 (P < 0.05). (C) Graph shows
percentage of neuronal cell death in primany-cultunesd stiatal nesrons that were trested with $0.0 pM glutamate, 10000 nkd VU1545 + 500 pM
ghutamate, 100.0 nk V1545 + 500 pM glutamate + 100 ph MPEP and 100.0 nhd VU545 for 20 h. Data represent the means = SEM of three
independent expenments. * indicates significant difference as compared with neurons treated waith glutsmate (P < 0.05). (0} Graph shows
percentage of newonal ool death in primary-cultured striztal newrons that were: treated with 5000 pM gletamate, 25.0 pM IY294002 + 5000 ph
glutamate, 1.0 ph VU1 545 + 5000 pM glutamate and 1.0 phd VU545 = 250 phd LYZ94002 + 50,0 pM gltamate for 20 h. Dats represent the
means + SEM of four independent experiments. * indicates significant differsnce as companesd with newons treatsd with glutamate (P < 0.05).

tive pathways, it could become woxic when applied for longer stores, which might contribute to excitotoxicity. We hypoth-
periods. In addition o activating Ca™ release via InsP'3 recep- esize that neither blocking mGluRs with MPEF nor actvating
tors, mGIluRS can also activate neuroprosective pathways, it with DHPG is the best strategy v Promote neurprotecion.
such as ERK1/2 and Akt (Rong ef al., 2003; Mao & al_, 2005). Conversaly, interaction of PAMs with mGhuRS could stabilize
Consistent with an mGURS neuroprotectve role, most a conformation of the receptor that would Facilitate activa-
recently published data indicate that mGluR1'S activatdon tion of neurogrotective pathways, including Akt and ERK1/2,
leads to neuroprotection (Bruno ef al, 2001; Baskys o al, without triggering G/ InsP3Ca™ actvation.

2005; Ribeiro of @l., 3010b; Chen et al, 2012). We have shown The activation of Akt by group | mGluRs involves FI3K
here that DHPMG 5 newroprotectve against glutamate- and phosphoinosidde-dependent kinase (Rong ef al, 2003;
induced neuronal cell death (Figure 1E), which indicates that Hou and Klann, 2004). A PI3K enhancer (PIKE) couples group
mGuR1/S activation is a better sirategy 10 promOote Neunopro- 1 mGluRs w0 PI3K via Homer proteins (Rong o al, 2003).
tection than mGluR1/5 blockage However, this DHPG- Importantly, formation of the functional complex mGluR1-
mediated neuroprotection s not as robust as that offered by Homer-FIKE allows PI3K activation by FIKE, which resulis in
mGluks FAMs (compare Figure 1E and Figure 6). Mofeover, reduced apoptosis (Rong f al., 2003). Thus, activation of Akt
different from mGIURS PAMs, DHMG inoreases basal neuronal by mGluRS appears to be independent of the InsP3/Ca™
death (Figure 1E). In addition to activating neuroprotective pathway. It has been demonstrated that mGluRS PAMSs have
pathways, DHIG also triggers Ca™ release from intracellular the potential w acivate one signaling pathway without trig-
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WU1545 (B) and 1.0 ph COPPE (C) for 20 h. Data represent the means = SEM of four to six independent experiments. * indictes significant
differences as compared with newrons treated with glutemate in the absence of PAMs (P < 0.05)

pering others (Zhang ot al., 2005; Bradley of al., 2009; Chen
et al., 2012). stimaulation of cortcal astrocytes with DFB, M-{4-
Chilon-2-[(1,3-dioxo- 1, 3-dihydro-2H-soindol - 2-ylimethyl]
phenyil-2-hydroxybenzamide (CPFHA) and CDPFE in the
absence of mGIuRS agonist fails to increase Ca™ releass above
basal levels (Zzhang a al., 2005; Bradley & al_, 2009). Howaver,
DFE and CPPHA increase ERK12Z activation even in the
absence of mGIuRs agonist in cordcal astrocyves (Zhang o al.,
2005). Moreover, primary-cultured cortical neurons treated
with COPPE exhibit high lewels of ERK1/2 activation {(Chen
et al., 2012). As mGluRS activates ERK1/2 and Akt in a similar
manner, which ocours via Homer, we decided to investigate
whether mGIuRS PAMs could activate Akt in the absence of
agonist. Our data show that mGIuRS PAMs effidently activate
Akt without promoting increased [Ca™]. Akt acthaton
by mGluRs PAMs appears to be essental for preventing
glutamate-induced neuronal death, as blockage of Aks aciva-
tion abrogates FAM-induced neuroprotection.

Akt activation can protect agalnst neuronal death (Datta
et al, 199%; Kandel and Hay, 1999). Moreover, Akt can also
promote phosphorylation of mutated Hut protein, which
functions to reduce Htt aggregate formation and neuronal
cell death, providing a protective pathway in HD (Humbert
etal., 2002; warby o al, 2009). We and others have shown
that basal Akt phosphorylaton is increased in HD (Gines

918 British joumal of Pharmacology (2013} 168 909_621

et al_, 2003; Ribeiro & al, 2010b). Furthermore, basal Akt act-
vation appears t0 be dependent on glutamate recepors as
both MMDAR antagonist MEBD1 and mGluRS antagonist
MPEP decrease Akt activation in HD' neurons o WT levels
(Gines ef al., 2003; Ribeiro o al., 20100). DHPG-mediated Akt
activation in striatal newrons from a knock-in (Ribeino o al,
2010k} and a transgenic (Figure B) mouse model of HD 15 not
different from that observed in control neurons. Inteness-
ingly, ¥UI1545 promotes higher levels of Akt activaton in
BACHD striatal newrons than in WT neurons (Figure E).
Moreover, V111545 appaars to be more afficlent in preventing
cell death of BACHD neurons than of WT neurons (Figure 7).
These data highlight the potentdal of mGIuRS PAMs, espe
dally VI1545, as therapeutic tools w prevent the neuronal
cell death that takes place in HD.

mGIuRS PAMSs are very selective for mGIluRS and are cur-
renty being vested to treat other disorders of the CMS (Ritzen
et al, 2005; Conn ef al., 2009; Rodriguez & al, 2010). in vive
animal tests and human clinical trials indicate that mGIuRS
PAks might be good therapeutic optons wo treat schizophire-
nia, exhibiting low toxicity and belng well wierated by
patients (Rodriguer of al, 2010; Spear of al., 2011; Gray & al_,
2012). The data presented here demonstrate that mGIuRS
PAMS can actvate Akt without promoting increased [Ca™],
offering neuroprotecion  against ghotamate- and NMDA-
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CDFPE ameiorates BACHD deficit in novel object recognition
memory. Graph shows percentage of time of nowel object explon-
tion calculated as an index betwesn time spent explonng & naowel
object » 100/time with both objects. A scone of 50% indicates no
preferenoe. Two weshs after untreated (MNT) wild-type (WT, n = &)
and BACHD (m = &) mice were submitted to object recognition test,
both WT and BACHD were: treated with CDFPE ip. 5 mg-hg™ for
¥ days and reassessed for recognition memorny. Data represent the
means = SEM, expressed as pemcentage of time exploning both
objects. * indicates significant differences from dhance explomtion
(S00&) (P < D.05).
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induced neurctoxicity. Moreover, VU1545 activates Akt and
protects neurons from a mouse moded of HD in a more nobast
manner than that observed in the case of WT neurons.
Importamtly, CDPPFE  sub-chronic  treatment ameliorated
H-related memory deficit observed in BACHD mice, further
emphasizing mGIURS PAMs" potential as drugs to treat neu-
rodegenerative diseases, espedally HD. As HD diagnosis can
be established aarly in life by genotypic tests, mGIuRS PAMs
could be wsed to slow neuronal loss and, consequently,
disease progression.
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FHgure 51 MNeuronal primary cultures are mainly com-
posed of medium-sized spiny neurons. Shown are representa-
tive fluorescence micrographs demonstrating the presence of
both Alexa Fluor 4E8-conjugated antd-MeuM antibody (green)

mGluRS PAMs are neuroprotective in HD I% l I'_.

{A) and DAFI staining (blue) (B) in the same striatal neurons
(C). Shown are regresentative fuorescence micrographs dem-
onsrating the presence of both Alexa Fluor 633-conjugated
anti-VGAT antibody (red) (D) and DAF] staining (bluwe) (E) in
the same striatal neurons (F). Shown are representative Auo-
rescence micrographs demonstrating the absence of either
Alexa Fluor 488 or Alexa Fluor 633 (G) and the presence of
DAPI staining (blue) (H) in the same striatal newrons (1), Dxata
are representative images of multdple cells from three inde-
pendent ex periments.

Figure 52 Drug diludon vehicles (water, HESS and
Dr50) do not modify neuronal cell death. Graph shows
percentage of nevronal call death in primary-cultured stri-
atal neurons that were treated with HpO (1:1000 wivl, HESS
(1:1000 viv), DMSO (1:1000 viv), DMSO (1:10.000 viv) and
50.0 pM glutamate (1:1000 viv) for 20 h. All vehicles ware
diluted as indicated {vi'v) in complete neurobasal mediem.
Data represent the means + SEM of three independent

EXEriments.
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