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RESUMO

A doencga de Huntington (DH) é uma desordem neurodegenerativa, hereditaria e
progressiva que evolui inevitavelmente para a morte. O glutamato possui um papel
importante em uma ampla gama de fung¢des no sistema nervoso central, ativando
tanto receptores ionotropicos quanto receptores metabotropicos (mGluRs). O
mGIuR5, em especial, € um alvo potencial para o desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos para uma série de disturbios neuroldgicos e psiquiatricos,
bem como para o tratamento de doengas neurodegenerativas, como € o caso da
Doenca de Huntington. Estudos anteriores mostraram que os moduladores
alostéricos positivos para o mGIuRS5 sdo eficazes em reduzir a morte neuronal
induzida pelo insulto de glutamato, bem como ativar vias de neuroprote¢do como
ERK1/2 e AKT in vitro. Assim, o objetivo desse trabalho foi determinar se os MAPs,
CDPPB e VU0409551, seriam capazes de promover neuroprotec¢ao in vivo e melhorar
o déficit de memoaria caracteristico da DH. Nossos resultados demonstraram que o
tratamento crénico com CDPPB €& capaz de melhorar os sinais patologicos e
fenotipicos da DH exibidos pelos camundongos BACHD por promover o aumento dos
niveis de fosforilagdo de ERK1/2 e AKT, de aumentar a expressdo do mRNA de BDNF,
reduzir a formagao de agregados toxicos da HTT mutada e a morte neuronal, além de
melhorar os déficits de memdria e motores apresentados por camundongos BACHD.
O tratamento sub-crénico com VU0409551 foi capaz de reverter o déficit de memoria
em camundongos BACHD, estabilizando o mGIuRS na membrana celular e
promovendo o aumento da ativacdo de vias de sinalizagdo importantes para a
plasticidade sinaptica, levando a um aumento da densidade e da maturagdo das
espinhas dendriticas.

Palavras chave: Doenca de Huntington, mGIuR5, neurodegeneracdo, CDPPB,

VU0409551, plasticidade sinaptica, BACHD



ABSTRACT

Huntington's disease (DH) is a hereditary and progressive neurodegenerative disorder
that inevitably leads to death. Glutamate plays an important role in a wide variety of
functions in the central nervous system by activating ionotropic and metabotropic
glutamate receptors (mGluRs). mGIuRS5 in particular has potential as a target for the
development of new therapeutic agents to treat a wide range of neurological and
psychiatric disorders, as well as neurodegenerative disease, such as HD. Previous
studies have shown that mGIuR5 positive allosteric modulators are effective in
reducing neuronal cell death triggered by glutamate insult, as well as in activating
neuroprotective pathways, such as ERK1/2 and AKT in vitro. The main goal of this
study was to determine whether CDPPB and VU0409551 would be able to promote
neuroprotection in vivo and rescue the memory deficit that takes place in HD. Our
results demonstrate that CDPPB treatment improves the pathological and phenotypic
signs exhibited by a mouse model of HD, the BACHD. CDPPB treatment increased
the phosphorylation levels of ERK1/2 and AKT, enhanced the expression of BDNF,
reduced the formation of toxic aggregates of the mutated huntingtin protein (HTT) and
decreased neuronal cell loss in BACHD animals. Moreover, behavioral studies have
shown that CDPPB chronic treatment improved BACHD mice motor and cognitive
deficits. VU0409551 subchronic treatment was effective to reverse the memory deficit
exhibited by BACHD mice and to improve parameters related to synaptic plasticity,
stabilizing mGIuRS5 at the cell surface and stimulating cell signaling pathways important
for synaptic plasticity and promoting increased density and maturation of the dendritic
spines.

Keywords: Huntington's disease, mGIuRS, neurodegeneration, CDPPB, VU0409551,

synaptic plasticity, BACHD



1. INTRODUCAO

1.2 Doen¢a de Huntington

A Doenga de Huntington (DH), descrita pela primeira vez por George
Huntington em 1872, € uma desordem neurodegenerativa, autossdbmica dominante,
cujos sinotomas se manifestam tipicamente na meia vida do individuo, evoluem por
cerca de 10 a 15 anos, culminando inevitavelmente na morte (revisado por DOWIE
ET AL., 2010). Os sinais da DH variam entre os individuos, mas sdo usualmente
caracterizados por uma triade de sinais motores, cognitivos e psiquiatricos. Os sinais
motores podem ser divididos em movimentos coreiformes com disturbios de marcha,
que podem aparecer no inicio da doenca, e comprometimento motor, como
bradicinesia e rigidez que sédo observadas em pacientes na fase avangada da doenga
(Saudou e Humbert, 2016). Os sinais cognitivos incluem declinio de memoria e
reducdo da atencao e flexibilidade mental, que evoluem progressivamente a medida
que a doencga progride (Landles e Bates, 2004). Os sinais psiquiatricos/emocionais
incluem depressao, apatia, irritabilidade, impulsividade e desinibicdo social (Saudou
e Humbert, 2016).

Os sinais da DH s&o causados por uma atrofia severa do estriado devido a
morte seletiva dos neurdnios espinhosos médios (MSNs), o qual € um dos principais
achados desta doenca (Difiglia, 1990). A atrofia e morte neuronal ocorrem de forma
progressiva, havendo uma correlagdo positiva entre o nivel de acometimento
neuropatoldgico, as alteragdes bioquimicas e o grau de comprometimento fisico na
doenga (Myers et al., 1991) (FIG. 1). Os MSNs s&o o tipo celular predominante no

estriado, e sdo principalmente vulneraveis na DH (Difiglia, 1990). Eles utilizam o
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neurotransmissor inibitorio acido gama-aminobutirico (GABA), dinorfina, encefalina ou
substancia P, como co-transmissores (Gil-mohapel e Rego, 2011). Podem ser
observados diferentes graus de degeneragdo nos MSNs. Nos estados iniciais e
intermediarios da DH, os neurdnios que expressam encefalina sdo mais susceptiveis
gue os que contém substancia P, enquanto que no estado mais avancado todos os
neurénios sao afetados, embora os interneurdnios sejam relativamente preservados

(Reiner et al., 1988; Albin et al., 1992).

Estr'riado

Figura 1. Cérebro de individuo com DH e de individuos que nao apresentam a
doenga. A figura mostra a redugdo do volume dos nucleos putamen e caudado
(estriado) e de regides neocorticais do cérebro com DH. Ao lado o cérebro de um

individuo que nao apresenta a DH.

Fonte: Universidade de Alberta/Canada
Disponivel em <Https://ualberta.ca/newsandevents/newarticles/2012/02/huntingtonsdiseasetherapy>

Acesso em Julho/2017
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Embora as alteragdes no sistema nervoso central (SNC) sejam as carateristicas
mais proeminentes na DH, os pacientes também s&o acometidos por alteracdes
imunes e metabdlicas, perda e enfraquecimento muscular, cardiopatias e osteoporose
(van der Burg et al., 2009). A DH evolui para a morte aproximadamente 20 anos apos
0 inicio dos sintomas, e na maioria das vezes, os pacientes morrem por pneumonia
(Saudou e Humbert, 2016). Nao existem dados concretos que definam a prevaléncia
da DH no Brasil, embora estima-se que nos Estados Unidos a prevaléncia seja de 5

a 10 casos por 100.000 habitantes (Hersch e Rosas, 2008).

1.2 Proteina huntingtina

A DH é causada por uma expansao instavel de repeticbes de trinucleotideos
CAG, codon referente ao aminoacido glutamina, no gene huntingtina (HTT), o qual
codifica a proteina HTT, formando uma cauda polimorfica de poliglutamina
(polyQ). Individuos nédo afetados pela DH possuem até 35 repeticdes de CAG,
sendo que a populagdo em geral apresenta em média de 17 a 20 repeti¢des.
Repeticbes que excedam 35 CAG ocasionam a DH (Kremer et al., 1994).

A HTT é expressa em todas as células do corpo e encontra-se predominantemente
na regido extranuclear. Entretanto, a HTT mutante acumula-se progressivamente no
nucleo dos neurdnios do cérebro humano e de modelos animais de DH, originando as
inclusdes nucleares (Tanaka et al., 2006; Rosas et al., 2010).

A HTT forma complexos com outras proteinas, sendo que a HTT selvagem e
mutante permitem um total de 350 e 363 interacdes diferentes, respectivamente, no
cérebro de camundongos (Culver et al., 2012). Algumas dessas interagdes estao

implicadas em fungdes celulares como, splicing de RNA, endocitose, trafego vesicular
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e homeostase da célula (Harjes e Wanker, 2003). A extensa lista de interagbes da
HTT suporta a ideia de que ela esteja envolvida em diversas vias celulares. A maioria
das proteinas com as quais a HTT interage encontram-se nas seguintes categorias:
dinamica celular (citoesqueleto, endocitose, trafego e adesao), metabolismo, turnover
de proteina e expressao génica (transcricdo e processamento de RNA); além de
proteinas envolvidas na transdugao de sinais (Saudou e Humbert, 2016).

A HTT é alvo de proteases que agem em diversos sitios, alguns dos quais
permanecem nao identificados. As proteases que clivam a HTT incluem caspases,
calpaina, catepsinas e metaloproteinase (MMP10) (GAFNI; 2002; GOLDBERG et al.,
1996). Estes sitios proteoliticos sdo encontrados em ambos HTT e HTT mutante,
havendo um aumento de atividade dessas proteases no cérebro dos pacientes com
DH (Saudou e Humbert, 2016). O aumento da atividade proteolitica leva a clivagem
da HTT mutante, gerando fragmentos N-terminais contendo cauda polyQ anormal
(Saudou e Humbert, 2016). Estes fragmentos, uma vez gerados, translocam para o
nucleo promovendo morte neuronal por interferir na transcrigao celular (Ross e Tabrizi,
2011; Valor, 2014). Ainda ndo ha um consenso quanto ao papel dos agregados da
HTT mutante. Alguns autores os descrevem como toxicos, uma vez que podem
interferir em fungdes celulares ocasionando morte celular, outros os descrevem como
protetores, uma vez que estes reduziriam os niveis da forma soluvel e toxica da
proteina (Miller et al., 2010). Alguns dos efeitos da HTT mutante s&o: inibigdo da
autofagia e da proteassoma; induc&o de anormalidades mitocondriais e metabdlicas;
alteracdo da endocitose e transporte por microtubulos; disturbio na sinalizacdo de
calcio; excitotoxicidade causada pelo aumento da liberagdo de glutamato, dentre

outros (Ross e Tabrizi, 2011). A toxicidade dos agregados pode variar de acordo com
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o estagio da doenga, com o tamanho do fragmento e com sua localizagao subcelular
(Saudou e Humbert, 2016).

Um grande numero de estudos relaciona a HTT selvagem a propriedade de
sobrevivéncia neuronal. Como exemplo, a expressédo da HTT selvagem em linhagens
celulares e neurdnios em cultura primaria foi capaz de proteger estas células de
diversos insultos de morte, incluindo a propria HTT mutante (Ho et al., 2001; Rigamonti
et al., 2001; Leavitt et al., 2006). Da mesma forma, a deplegdo da HTT selvagem torna
as células mais vulneraveis a morte celular (Zhang et al., 2006). Um dos mecanismos
propostos pelos quais a HTT selvagem promove a sobrevivéncia neuronal € pelo
bloqueio da ativagdo das caspases 3 e 9 (Rigamonti et al., 2001). Além disso, a HTT
pode facilitar a sobrevivéncia neuronal por favorecer a transcricao, transporte axonal
e liberacao de vesiculas contendo fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), uma
importante neurotrofina para os neurbnios estriatais, liberado principalmente pelas
sinapses cortico-estriatais (Zuccato et al., 2003; Gauthier et al., 2004). Assim, a ideia
de que a HTT possui uma fungao no cérebro é reforgada pela descoberta do link entre

os niveis de HTT e os niveis do BDNF (Tartari et al., 2008).

1.3 mGIuR5 e doenga de Huntington

Glutamato, o principal neurotransmissor excitatorio do cérebro de mamiferos,
€ responsavel por uma variedade de fungdes fisiologicas como plasticidade
sinaptica, aprendizado, memdria e outras fungdes cognitivas (Mehta et al., 2013).
No entanto, niveis elevados de glutamato podem promover a morte neuronal por
excitotoxicidade (Calabresi et al., 1999; Difiglia, 1990). O glutamato atua por meio

de duas categorias de receptores: ionotropicos (iGluRs) e metabotropicos
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(mGluRs). Os iGluRs, formado pelos receptores de NMDA, AMPA e Kainato, séo
canais idnicos ligante-dependentes, localizados principalmente na regido pos-
sinaptica, que se abrem apds a ligagédo do glutamato e permitem o passagem dos
ions Ca®*, Na* e K* via receptores de NMDA e entrada de Na* e Ca®" pelos
receptores AMPA, mediando a neurotransmisséo rapida (Masu et al., 1991). Ja
os mGIluRs sdo acoplados ao sistema de segundo mensageiro via proteinas G
(O’Brien et al., 2003).

Os mGluRs séo divididos em trés grandes grupos. O grupo | (mGIuR 1 e 5),
que sao acoplados a proteina Gaqg. Os grupos Il (mGIuR 2 e 3) e lll (mGIuR 4, 6,
7 e 8) sao acoplados a proteina Gai e sdo negativamente acoplados a atividade
da adenilato ciclase, reprimindo a transmisséo sinaptica excitatéria por inibir a liberagéo de
glutamato. Estes dois ultimos grupos sao distintos por sua farmacologia e
homologia de sequéncia (Calabresi et al., 1999). Entre os trés grandes grupos de
mGIuRs, o Grupo |, em especial o mGIuRS, desperta bastante interesse na
patologia da DH devido a sua distribuicdo no cérebro e sua atividade regulatoria
em multiplos sistemas de sinalizacdo, pela sua maior expressdao nos MSNs
estriatais, as principais células afetadas na DH, e por sua interagao fisica com a
HTT mutante (Anborgh et al., 2005; Mao et al., 2005). O mGIuRS é amplamente
expresso no SNC, sendo expresso por neurdnios, astrocitos, oligodendrécitos e
microglia, além de também ser expresso por células tronco cerebrais (Balazs et
al., 1997). Embora seja encontrado pré e pds-sinapticamente, localizam-se
principalmente na regido peri-sinaptica da membrana pds-sinaptica das sinapses
glutamatérgicas (Shigemoto et al., 1993). Os mGIuRS também s&o expressos no

nucleo accubens dos nucleos da base, cortex cerebral, células piramidais das
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regidbes CA1 e CA3 do hipocampo e nas células granulares no bulbo olfatério
(Shigemoto et al., 1993; Testa et al., 1994).

A ativacdo do mGIuRS5 é acoplada a via do mensageiro fosfatidilinositol (Pl).
Nesta via, a ligagao do agonista ao seu receptor de membrana promove a ativagao
da proteina Gaq, por trocar guanosina difosfato (GDP) por guanosina trifosfato
(GTP). Uma vez ativada através da ligagdo a GTP, a subunidade a se desacopla
das subunidades By, ativando a fosfolipase C (PLC) que catalisa a hidrélise do
lipideo de membrana fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em diacilglicerol (DAG)
e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). O DAG permanece na membrana plasmatica e atua
no recrutamento da proteina quinase C (PKC) dependente de Ca®*. O IP3,
hidrossoluvel, se difunde pelo citoplasma e se associa a receptores de IP3
presentes na membrana do reticulo endoplasmatico (RE). A ativacado destes
receptores de IP3 leva a liberacdo de Ca®" do RE para o citoplasma, onde esse
ion participa da ativacdo da PKC e de varias outras proteinas essenciais para a
sobrevivéncia neuronal (Masu et al., 1991; Ritzen et al., 2005; Xu et al., 2009;
Ribeiro et al., 2010). A estimulagcdo dos receptores mGIuR1/5 também leva a
estimulagdo de outras vias de sinalizacdo importantes para a sobrevivéncia e
proliferagao celular, assim como para a regulagéo da plasticidade sinaptica, tais como
a ativacao das proteinas quinase B (AKT) e da proteina quinase regulada por sinais
extracelulares (ERK1/2) (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). O mGIuR5 forma complexo
com outras proteinas ancoradoras/sinalizadoras na densidade pos-sinaptica,
como a proteina de densidade pos-sinaptica-95 (PSD-95), Shank e Homer. (Xiao
et al., 2000; Sheng, 2002). Por meio de sua longa por¢cédo C-terminal intracelular,

o mGIuRS5 se liga a todos os trés membros da familia Homer, incluindo Homer 1a,
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que antagoniza a ligagcdo do mGIuR5 com formas longas e constitutivamente
expressas da proteina Homer (Homer 1b/c, Homer 2a/b e Homer3) (FIG. 2) (Xiao
et al., 2000).

Os receptores mGIuR5 sao altamente expressos nos neurdnios do corpo
estriado e sua sinalizag&o celular é alterada em camundongos modelo da DH
HdhQ"""R"T (camundongos com expansdo de 111 glutaminas na regido amino-

terminal) quando comparados a camundongos controle Hadh%?%92°

(Ribeiro et al.,
2010). Em camundongos Hdh®'""?""" 3 HTT mutante promove dessensibilizagéo
dos receptores mGIuRS5, o que resulta em uma menor formacao de IP3 e em um
aumento da liberacdo de Ca®* dos estoques intracelulares (Ribeiro et al., 2010). O
aumento da liberacdo de Ca®* em niveis reduzidos de IP3 pode ser explicada pela
sensibilizagdo dos receptores de IP3 pela HTT mutante (Tang et al., 2003). A
formagao do complexo mGIluR5/Homer/PIKE ¢é a via alternativa através da qual o PIP3
formado recruta AKT e a quinase 1 dependentes de fosfoinositois (PDK1) para a
membrana plasmatica, promovendo a fosforilagdo de AKT. Desde modo, a ativagao
de AKT por mGIluR5 parece ser independente de Gaq. As proteinas Homer também
medeiam a ativagdo de ERK1/2 (Guhan e Lu, 2004; Mao et al., 2005). O mGIuR5 se
liga fisicamente ao receptor NMDA na densidade poés-sinaptica, regulando sua

fungdo por meio do complexo multi-proteico Homer1b/c/Shank, sendo que essa

interagcdo pode ser rompida por Homer 1a (Bertaso et al., 2010).

1.4 Excitotoxicidade e neurodegeneragao

Excitotoxicidade é o processo pelo qual aminoacidos excitatérios promovem

neurodegeneracdo, sendo uma das causas de morte celular em muitas doencgas
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agudas do SNC, incluindo acidente vascular encefalico e traumatismo, e ocorrendo
também em doencas cronicas, como a esclerose amiotréfica lateral, doenca de
Parkinson (DP), doenga de Alzheimer (DA) e DH (Calabresi et al., 1999; Sokol et al.,
2011). As primeiras observagdes que relacionaram a excitotoxicidade com a
patogénese da DH foram obtidas a partir de estudos com acido kainico, um
aminoacido excitatorio, em que a injegéo instraestriatal deste acido promove intensa
morte neuronal no estriado (DiFiglia, 1990). Do mesmo modo, a lenta infusdo de
glutamato foi eficaz em provocar morte neuronal no nucleo caudado (McBean e
Roberts, 1984).

O estriado recebe input excitatério glutamatérgico de varias regides do cortex
cerebral (Gil-mohapel e Rego, 2011). Em condigdes fisiologicas, o glutamato liberado
a partir de terminais pré-sinapticos atua sob receptores pds-sinapticos promovendo
despolarizag&do. A maioria dos MSNs expressam receptores de NMDA, cuja atividade
pode ser potencializada pelo mGIuR5, contribuindo para o excitotoxicidade (Tang et
al., 2003). O calcio desempenha um papel fisioldgico importante nas células, atuando
como um segundo mensageiro universal que participa das atividades celulares mais
importantes em células eucarioticas (Brini et al., 2014). A ativagdo cronica dos
receptores de NMDA promove o aumento da concentragdo intracelular de Ca®".
Diversos estudos sugerem que niveis elevados de Ca** estdo relacionados com a
morte celular de neurdnios do corpo estriado na DH (Zhang et al., 2008; Ribeiro et
al., 2010). Ao menos quatro mecanismos podem explicar o aumento do Ca*
intracelular na DH: 1) a proteina HTT mutante causa uma sensibilizagdo do
receptor de NMDA, resultando em um aumento da entrada de Ca®* nos neurdnios
(Sun et al., 2001; Chen et al., 2008); 2) a HTT desestabiliza a regulagéo

mitocondrial de Ca®* (Panov et al., 2003); 3) a HTT sensibiliza o receptor de I1P3,
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0 que resulta em uma maior liberagdo de Ca** dos estoques intracelulares (Tang
et al.,, 2005a) e a HTT aumenta a expressdao na membrana plasmatica e as
correntes dos canais de Ca®" sensiveis a voltagem do tipo N, aumentando a
entrada de Ca?* (Silva et al., 2017). O aumento exacerbado da concentragéo
intracelular de Ca?* esta associado a excitotoxicidade e morte neuronal (Pisani et
al., 1997). Por exemplo, o excesso de Ca?* no citosol é transportado para a
mitocéndria. Com o tempo, a capacidade de armazenamento de Ca®* pela mitocondria
€ excedida, ocasionando na liberacdo do citocromo-c para o citosol e a ativacao de
caspases que participam da via intrinseca de apoptose (Calabresi et al., 1999; Tang
et al., 2003, 2005a). Dessa forma, um farmaco neuroprotetor com agdo no mGIluRS
ndo deveria levar a um aumento adicional dos niveis de Ca®*, uma vez que os

mesmos ja se encontram elevados na DH.
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Figura 2. Sinalizagao celular em neurénio estriatal controle e na DH. O glutamato
liberado estimula os receptores NMDA e mGIuR5 em neurdnios estriatais. (A). Em
neurdnios controle, a ativagdo dos receptores NMDA promove influxo de Ca®*. A

ativagcdo do mGIuRS estimula a ativagado da fosfolipase C (PLC) que promove a
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hidrolise de fosfatidilinositol-4-5-bisfosfato (PIP2), formando diacilglicerol (DAG) e
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), que se liga ao seu receptor no reticulo endoplasmatico
(RE), e promove a liberagao de Ca®*. A ativagdo de PKC leva a fosforilagdo de ERK1/2
e do receptor NMDA, facilitando a ativacdo deste receptor. O mGIuRS liga-se ao
receptor NMDA através de proteinas ancoradouras como Homer, PSD-95 e Shank.
(B). A proteina huntingtina mutante (HTT) desestabiliza a sinalizagdo de Ca?* através
de dois mecanismos: sensibilizacdo do influxo de Ca** pelo receptor NMDA, e
sensibilizagao dos receptores de IP3 (IP3R). O aumento da atividade de PKC promove
a dessensibilizacdo do mGIuR5, diminuindo o acoplamento da proteina G, elevando

a ativacdo de ERK1/2 e AKT, que pode ser neuroprotetor.

Fonte: RIBEIRO, F. M. et al. Metabotropic glutamate receptor 5 as a potential therapeutic target in

Huntington’s disease. Expert Opinion on Therapeutic Targets, v. 18, n. 11, p. 1293-1304, 2014.

1.5 mGIuRS5 e plasticidade sinaptica

Em 1940, o neurocientista canadense Donald Herbb propds que os neurbnios
fortalecem sua comunicagao quando a célula pré-sinaptica estimula persistentemente
a celula pos-sinaptica (Henley e Wilkinson, 2013). A plasticidade sinaptica pode
potencializar ou deprimir a funcao sinaptica, dependendo da frequéncia da atividade
dessa sinapse. Em geral, a estimulacdo em alta frequéncia estimula a atividade
sinaptica levando a uma potencializagdo de longo prazo (LTP), enquanto a
estimulacdo de baixa frequéncia por um periodo mais prolongado leva a uma
depressao a longo prazo (LTD) (Henley e Wilkinson, 2013). Ambos LTP e LTD s&o
mecanismos celulares para o aprendizado e ha uma relagao direta entre a formacao
de LTP e o armazenamento da memoria (Bliss e Collingridge, 1993; Christie, 1996).

A plasticidade sinaptica é regulada pelos mGIuRs do grupo | e o mGIuRS esta
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envolvido nas multiplas formas de memoria e processamento de informagdes (Wang
e Zhuo, 2012). Uma vez ativado pelo glutamato, preferencialmente em condi¢des de
ativacdo neuronal intensa ou continua, o mGIuR5 regula a excitabilidade neuronal,
reforcando os processos bioquimicos relacionados a plasticidade sinaptica. Em
roedores, o bloqueio do mGIuR5 causa um significativo prejuizo na memoaria espacial
e compromete a fase tardia do LTP (Bikbaev e Manahan-Vaughan, 2017). Além disso,
compostos que modulam positivamente o mGIuR5 reforcam e aumentam a amplitude
da LTP (Huber e Menzel, 2004). O glutamato estimula a espinogénese por meio da
formagéao do complexo mGIUR5/SHANK/HOMER/NMDA, que promove e aumento da
densidade e maturagao das espinhas, e a inibicao deste complexo por Homer1a leva
uma drastica reducéo na densidade das espinhas (Kwon e Sabatini, 2011; Moutin et
al., 2012).

As espinhas dendriticas sdo protrusées da membrana neuronal com diversos
tamanhos e comprimentos e sdo os maiores sitios de sinapses excitatérias. Esta
diversidade de espinhas permite um aumento total da area da superficie pds-sinaptica,
de modo que mais sinapses e conexdes podem ser formadas em um compacto
volume de neuropril do que se as mesmas sinapses tivessem de se alinhar de forma
uniforme ao longo do dendrito (Kater e Harris, 1994). As espinhas usualmente
acomodam uma unica sinapse e sua superficie contém numerosas proteinas,
incluindo receptores, canais idnicos, proteinas de ancoragem, moléculas de
sinalizagdo enzimatica, elementos de citoesqueleto, proteinas motoras e proteinas do
trafego envolvidas na exocitose e endocitose (Kennedy, 2000). As espinhas maiores
tendem a ter sinapses maiores de forma irregular, com maior densidade de receptores
de glutamato (Bailey et al., 2015), sendo mais propensas a conter um reticulo

o . 2+ - ’ . .
endoplasmatico liso que regula Ca“" e também proteinas integrais que regulam o
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trafego para a membrana (Spacer e Harris, 1998). Muitos estudos associam a
estrutura e a dinamica das espinhas com a memoaria e a aprendizagem. Por exemplo,
o treinamento espacial e o enriquecimento ambiental de camundongos promove
alteragao no numero de espinhas na formagao hipocampal (Moser et al., 1997).
Alteracbes de longo prazo na morfologia das espinhas contribuem para a
transmissao sinaptica que ocorre apos uma experiéncia de aprendizagem ou LTP
(Lamprecht e Ledoux, 2004). O encurtamento ou alargamento do corpo de uma
espinha dendritica afeta o influxo de Ca?*, alterando assim a sinalizacdo neuronal
(Spacer e Harris, 1998). Estudos que medem as correntes induzidas por glutamato
mostraram uma correlacéo positiva entre a sensibilidade das correntes e o tamanho
das cabegas das espinhas (Matsuzaki et al., 2001). A morfologia das espinhas
dendriticas esta diretamente relacionada com seu grau de maturagao e fungdo. O
formato filopddio projeta-se e volta a se retrair rapidamente na membrana durante os
primeiros estagios da sinaptogénese (Ziv e Smith, 1996). Com uma meia vida de
minutos, acredita-se que os filopodios sejam precursores das espinhas dendriticas,
sendo que este formato € mais abundante durante a primeira semana pds natal e pode
evoluir rapidamente para espinhas de formato longo ou stubby (Ziv e Smith, 1996). Ao
longo do desenvolvimento, o formato stubby diminui em numero e os formatos
cogumelo e fino passam a ser maioria. Esta sequéncia no desenvolvimento das
formas dendriticas sugerem que os filopdédios iniciem o contato com o terminal pré-
sinaptico, levando a formagao de espinhas e sinapses mais maduras (Hering e Sheng,
2001). O ultimo estagio da maturacéo das espinhas origina o formato ramificado, que

contém mais de uma densidade pos-sinaptica (FIG. 3).

28



Length Length Length Length:Width Width 2 or more
>2 ym <2 pm <1 ym Ratio <1 >0.6 ym heads

Figura 3: Morfologia das espinhas dendriticas. (A) A figura representa o progresso
da maturagéo das espinhas (da esquerda para a direita). (B) Imagem obtida por meio
da microscopia Confocal

Fonte: MATSUZAKI, M. et al. Dendritic spine geometry is critical for AMPA receptor
expression in hippocampal CA1 pyramidal neurons. Nature neuroscience, v. 4, n. 11,

p. 1086-92, 2001.

1.6 Compostos com agao no mGIuR5

Muitos dos agonistas e antagonistas utilizados no estudo da fungdo dos mGIuRs
foram desenvolvidos como analogos do glutamato, ativando o receptor por meio da
ligac&o ao sitio ortostérico do ligante endégeno (glutamato) ou perto dele, no dominio
amino-terminal (O’Brien et al., 2003). Dentre os agonistas, o 3-dihydroxyphenylglycine
(DHPG) foi um dos primeiros compostos seletivos desenvolvidos para estimular os
mGIuRs do grupo |, potencializando ambos mGIluR1 e mGIuR5 (Schoepp et al., 1999).
Os moduladores alostéricos positivos (MAPs) sdo substancias que se ligam a um

determinado receptor em uma regido diferente daquela em que se liga o agonista
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endoégeno e somente possuem atividade na presenga do ligante endoégeno ou
ortostérico. Os moduladores alostéricos negativos (MANs) sdo compostos que
estabilizam a conformagé&o do receptor em sua forma inativa. O 2-metil-6(feniletinil)
piridina (MPEP), um MAN seletivo para o mGIuR5, possui agdo antagonista neste
receptor por reduzir a formagao de IP3 via mGIuRS5, sem, entretanto, afetar a afinidade
entre o glutamato e o receptor (Lea IV e Faden, 2006).

Os MAPs séo relativamente lipofilicos e ndo carregados, o que facilita a sua
passagem através da barreira hematoencefalica por meio de difusdo passiva (Ritzen
etal., 2005). Os MAPs 3-Cyano-N-(1,3-diphenyl-1H-pyrazol-5-yl)benzamide (CDPPB)
e o [6,7-Dihydro-2-(phenoxymethyl)oxazolo[5,4-c]pyridin-5(4H)-yl](fluorophenyl)methanone
(VUO040951), podem privilegiar a ativagdo de uma via de sinalizagdo em detrimento a
outra, por exemplo ao aumentar a fosforilagado de vias neuroprotetoras como ERK1/2,
sem entretanto promover aumento intracelular de Ca** (DE PAULIS et al., 2006;
LINDSLEY et al., 2004; ROOK et al., 2015).

Kinney e colaboradores (2005) descreveram pela primeira vez o uso do CDPPB
como MAP do mGIuRS. O desenvolvimento deste farcaco decorreu da necessidade
de se obter uma substancia que apresentasse efeito in vivo, uma vez que seu
antecessor, o] N-[4-Chloro-2-[(1,3-
dihydro1,3dioxo2Hisoindol2yl)methyllphenyllhydroxybenzamide (CPPHA), n&o possui
tal efeito (Kinney et al., 2005a). A ligagdo do CDPPB ao receptor ndo altera a afinidade
da ligacéo entre 0 mGIluR5 e seu agonista, sendo assim, os efeitos modulatérios do
CDPPB podem ser estudados sem que a ligagdo do agonista ao receptor seja
alterada. O CDPPB possui boa tolerabilidade e quando administrado de forma aguda,
em doses de 10 mg/Kg a 30 mg/Kg, é eficaz em reverter o déficit de memoria induzido

por 10 mg/Kg de MK-801 (Uslaner et al., 2009).
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Embora o CDPPB apresente atividade in vivo, a farmacocinética desse farmaco
ndo seja ideal, sendo que a concentracdo cerebral atingida é muito baixa (Kinney et
al., 2005b). Em vista disso, mais recentemente foi desenvolvido um novo MAP do
mGIuR5, o0 VU0409551. O VU0409551 ¢ altamente seletivo para o mGIuR5, bastante
potente e com boa tolerabilidade in vivo. Diferentemente dos outros MAPs, o
VU0409551 promove melhora da fungdo cognitiva sem potencializar as correntes do
receptor de NMDA (ROOK et al., 2015).

Tendo em vista que a morte neuronal é o gatilho patolégico da DH e que os MAPs
do mGIuR5 possam ser neuroprotetores in vitro, torna-se importante a investigagao

mais aprofundada acerca dos efeitos dos MAPs sobre modelos da DH.
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2. Justificativa

A Doenca de Huntington € hereditaria, progressiva e letal. Nao existe, até o
momento, farmacos que possam curar ou prevenir a doenca. O quadro patoldgico da
DH decorre da morte 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).

Em testes in vitro realizados anteriormente por nosso grupo, os MAPs do
mGIuRS foram capazes de proteger neurdnios estriatais de embrides BACHD do
insulto por glutamato. Além disso, a estimulagdo do mGIuRS5 foi capaz de promover a
ativacao de vias neuroprotetoras, como AKT e ERK1/2. Os testes in vivo com
administragao sub-crénica por 7 dias realizados com o MAP CDPPB mostraram que
este farmaco possui capacidade de melhorar a fungdo cognitiva dos camundongos
modelos da DH (BACHD) (Doria et al., 2013). Além disso, o tratamento sub-crénico
com CDPPB, além de promover melhora da memodria, aumentou o numero de
vesiculas na zona ativa de neurénios BACHD, indicando um papel dos MAPs na
plasticidade sinaptica (Doria et al., 2015).

O déficit de memoéria é um achado comum em uma ampla gama de doencgas
neurodegenerativas, incluindo DA, DH, esquizofrenia, etc. Uma vez que o mGIuRS
esta intimamente implicado na fisiopatologia da DH e que a ativagao deste receptor
promove ativagao de vias neuropotetoras, compostos com efeito modulatério sob o
mGIuR5 apresentam potencial terapéutico e preventivo para o tratamento da DH e,

possivelmente, de outras doengas neurodegenerativas.
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3. OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos dos moduladores alostéricos positivos do mGluR5, CDPPB e

VU0409551, sobre a morte neuronal e o déficit de memaoria apresentados por um

camundongo modelo murino da DH, o BACHD.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

2-mercaptoetanol (Sigma Aldrich), Anticorpo anti-agregados de huntingtina — EM-48,
Anticorpo anti-nucleo neuronal — NeuN, Anticorpo anti-total e fosfo-AKT, Anticorpo
anti-total e fosfo-ERK1/2, Anticorpo secundario anti-coelho, B27 (Invitrogen) BSA
(Sigma Aldrich), CDPPB (Tocris Cookson Inc. Ellisville, MO, USA), Cresil-Violeta,
DHPG (Tocris Cookson Inc. Ellisville, MO, USA), DMSO (Sigma Aldrich), ECL
reagentes, Eppendorff 0,2; 0,6 eimL (Eppendorff), Estreptomicina (Invitrogen),
GlutaMAX (50.0 mg-mL-1 penicillin and 50.0 mg-mL-1 streptomycin), H20,
Isopropanol, Live/dead viability (Life Technologies,Foster City, CA, USA), Meio
Neurobasal, MgSO4 (Sigma Aldrich), MPEP (Tocris Cookson Inc. Ellisville, MO, USA),
N2 (Invitrogen), NaCl (Sigma Aldrich), pumps osméticas (Alzet®, volume total de 200
ML, modelo 2006, Charles River Laboratories, Sulzfeld, Germany), Nuclease-Free
Water, Paraformaldeido (Sigma Aldrich), PBS, PCR Master Mix, Penicilina
(Invitrogen), Placa 4 e 96 wells Nunc, Poli-L-ornitina (Invitrogen), Power SYBR®
Green, Proteinase K (Sigma Aldrich), SDS (HEXAPUR/ Sigma), TRIS (Sigma Aldrich),

Tris HCI, Triton X100 (Sigma Aldrich), Trizol (Life Technologies), Vectastain Elite ABC

Kit (Mouse IgG), Vector SG Peroxidase Substrate Kit (Vectorlabs), VU0409551
(VCNDD), pB-ciclodextrina (Cayman Chemical Company,16169), FD Rapid

GolgiStain™ kit (FD NeuroTechnologies).
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4.2 METODOS

4.2.1 Modelo animal

O trabalho foi realizado com camundongos das linhagens C57/BL6, 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
Biolégicas da UFMG em ciclo de 12 horas claro/escuro, com temperatura constante
de 23°C e recebendo agua e ragédo ad libitum. Os procedimentos experimentais
utilizados neste trabalho estdo em concordancia com as normas e receberam
aprovacdo do CEUA-UFMG (Comité de Etica em Experimentacdo Animal — UFMG),
parecer n° 03/2011 (Anexo).

Os ensaios in vitro foram realizados utilizando os embrides de camundongos E15
(embrides com 15 dias de gestacdo) dos 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.

4.2.2 Administragdo dos compostos

O CDPPB foi dissolvido em dimetil-sulfoxido (DMSO) e continuamente
administrado subcutaneamente (s.c.) por meio do implante de bombas osméticas
(Alzet®, volume total de 200 uL, modelo 2006, Charles River Laboratories, Sulzfeld,
Germany) (FIG. 4). O preenchimento e a preparagédo das bombas foram realizadas de

acordo com as instrugdes do fabricante. A taxa de liberagdo das substancias pelas
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bombas foi de 0.15 pl/h e a duragcdo de cada pump foi de 6 semanas. Foram
administrados 1.5 mg/Kg s.c de CDPPB em DMSO, sendo que os camundongos
tratados com veiculo receberam volumes iguais de DMSO. O veiculo e o CDPPB
foram continuamente liberados nos animais por um total de 18 semanas (FIG. 5).

O VU0409551 foi dissolvido em 20% de pB-ciclodextrina em agua e administrado
3mg/Kg a 4 mL/Kg via intraperitoneal (i.p.). O veiculo e a VU0409551 foram

administrados aos animais durante um total de 8 dias.

OSMOTIC PUMPS

www.alzet.com

Figura 4: Mini bomba osmética
Fonte: Disponivel em <http://www.alzet.com/resources/index.html> Acesso em

Julho/2017
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Figura 5: Esquema do tratamento com CDPPB. A linha do tempo demonstra o
inicio e fim do tratamento, bem como as semanas de tratamento em que os

experimentos foram realizados.

4.2.3 Cultura primaria de neurdénios

As culturas neuronais foram preparadas a partir da regido estriatal do cérebro de
embrides E15. Apds a dissecagao, o tecido estriatal foi submetido a digestdo por
tripsina, seguido de dissociagao 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 ug/ml penicilina, e 50.0 pg/ml estreptomicina e em seguida
plaqueadas em placas de 4 pocgos 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.
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4.2.4 Ensaio de morte neuronal:

Para o ensaio de morte celular, foi utilizado o kit Live/Dead (Life Technologies).
O Kit &€ 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,
apos 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. Apos permear a membrana celular, o homodimero de etideo-1 se
liga aos acidos nucléicos, emitindo fluorescéncia vermelha (FIG. 6).

Os neurdnios foram incubados por 20 horas na presenca de veiculo, CDPPB,
VU0409551 e/ou glutamato. Apds incubagdo, os neurbnios foram marcados com
calceina-AM (2.0 yM) e homodimero de etideo-1 (2.0 yM), preparado em solugao
tampéo fosfato salino (PBS) (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4, 2 mM
KH2PO4) 1X por 15 minutos na incubadora. Apos este tempo, os neurdnios foram
lavados trés vezes com PBS 1x.

As fotos foram obtidas por meio do microscoépio FLOID. Consideramos um numero
minimo de 300 células por pogo, utilizando o software ImageJ. O numero de células

mortas foi expresso como porcentagem do numero total de células.
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A Calceina-AM B Homodimero de Etideo-1

QPorg‘So AM Q@ , = =y
=) \ @ Homodimero

' Enzima esterase de etideo-1

Células vivas Células mortas

Figura 6: Principio do ensaio de teste de viabilidade celular. (A) A calceina-AM
(excitagdo/emissao~495 nm/~515 nm), ao atravessar a membrana celular, € clivada
pela enzima esterase, tornando-se incapaz de deixar o interior celular, o que promove
um aumento da emissédo de fluorescéncia verde (células vivas) ao longo do corpo
celular. (B) O homodimero de etideo-1 (excitagdo/emissdo~495 nm/~635 nm), ao
atravessar membranas comprometidas, se liga aos acidos nucléicos e emite

fluorescéncia vermelha (células mortas).
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4.2.5 Imunohistoquimica

Os animais foram anestesiados com Ketamina/Xilazina (100/10 mg/Kg) i.p. e
submetidos a perfusao transcardiaca com paraformaldeido (PFA) 4% em PBS. Os
cérebros foram removidos e armazenados em PFA 4% em PBS por 24 horas, e em
seguida colocados em sacarose 30% em PBS overnight, a 4°C. Os cérebros foram
fatiados a 40 ym utilizando um criostato, e as fatias foram armazenadas no freezer
em solucéo crioprotetora. A detecgao foi realizada em fatias “free-floating” utilizando
o protocolo baseado na peroxidase. Em resumo, a atividade enddégena da peroxidase
foi extinguida utilizando 0,3% de perdxido de hidrogénio. Em seguida as fatias foram
lavadas 2 x de 5 min com PBS 1X, seguido de permeabilizagcdo com Triton (X-100)
1% for 10 minutos. A ligagdes n&o especificas foram bloqueadas utilizando 1,5 % de
soro de cavalo (Vector Elite Kit) por 30 min, seguido de incubagdo com os anticorpos
camundongo anti-HTT (EM-48) (1:100) ou camundongo anti-NeuN (1:1000), em PBS
contendo 2% de soro de cavalo e 3% BSA por 90 minutos a 4°C. Finalmente as fatias
foram incubadas com o complexo de reagente da enzima avidina-biotina (Vector Elite
Kit) por 90 minutos a 4°C, de acordo com as instrucdes do fabricante. A
imunomarcacéo foi visualizada utilizando cromégeno (Vector Elite Kit). As fatias foram
montadas em l|aminas e visualizadas utilizando o Axio Imager A2-Carl Zeiss
Microscope com lente Zeiss de 20x. Uma area representativa de 710 uym x 532 ym
das imagens do estriado foram analisadas. O numero de células positivas para NeuN
e EM-48 por imagens foram contatos utilizando a ferramenta cell counter do software

Image J (NIH, USA).
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4.2.6 Biotinilagao de superficie celular

O ensaio de biotinilac&o foi realizado como descrito anteriormente (Silva et al.,
2017). O estriado e o hipocampo de fémeas WT e BACHD de 8 a 10 meses de idade
foram fatiados (300 pm) usando um “tissue chopper’ Mcllwain. As fatias foram
recuperadas em ACSF (NaCl 127 mM, KCI 2 mM, glucose 10 mM, KH2PO4 1,2 mM,
NaH,CO3; 26 mM, MgSO4 1 mM, CaCl, 1 mM, pH 7,4) oxigenados com 95% de O2/5%
de CO; e incubados sob agitagdo em banho a 37°C por 30 min. As proteinas presentes
na membrana plasmatica das fatias do hipocampo e do estriado foram biotiniladas
com 1 mg/mL de sulfo-NHS-SS-biotina (Thermo Scientific) durante 1h em gelo. Para
parar a reagao de biotinilacdo, as fatias foram lavadas e incubadas durante 30 min em
solugéo de glicina 100 mM em ACSF gelados, seguidas de 3 lavagens com ACSF
gelado. As fatias foram entéo lisadas em tamp&o RIPA (NaCl 0,15 M, tris-HCI 0,05 M,
pH 7,2, EDTA 0,05 M, Nonidet P40 a 1%, Triton X-100 a 1%, desoxicolato de sodio a
0,5%, SDS a 0,1%) contendo inibidores de protease (AEBSF 1 mM e 10g/ml de
leupeptina e aprotinina, Sigma-Aldrich). As proteinas biotiniladas foram separadas das
proteinas nao biotiniladas através de um “pull-down” utilizando-se beads de
NeutrAvidina (Thermo Scientific). Foram utilizadas quantidades equivalentes de
proteina celular total para cada amostra. Foram guardados 20 yL do sobrenadante
para a determinacao dos niveis de mGIuRS5 intracelular. As proteinas foram separadas
em gel SDS-PAGE seguida por imunotransferéncia em membrana de nitrocelulose.
As membranas foram incubadas com o reagente de detec¢cédo ECL e digitalizadas pelo

ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare).
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4.2.7 Western blot

As regides cerebrais do cortex, estriado e hipocampo foram dissecadas e
lisadas em tampao Triton (1% Triton X-100, 0.15 M NaCl, 0.05 M Tris-HCI, pH 7.2) ou
RIPA (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 % desoxicolato de sodio, 0.1 % SDS), contento inibidores de
protease e fosfatase (1.0 mM AEBSF e 10.0 pyg/mL de leupepitina e aprotinina). 80 ou
100 ug do total de proteinas celulares para cada amostra foram separados em géis
SDS-PAGE, transferidas para membrana de nitrocelulose e submetidas a
experimentos de western blot para se detectar os niveis de expressao das proteinas
mMGIuR5 e c-Fos ou de fosforilagdo de ERK1/2 e AKT. As membranas foram
bloqueadas em 5% de BSA em tampéao de lavagem (150.0 mM NaCl, 10.0 mM Tris-
HCI, pH 7.0, e 0.05% Tween 20) por 1 hora e em seguida incubada com anticorpos
coelho anti-fosfo AKT (S473) (1:1000), coelho anti-fosfo ERK1/2 (Thr202/Thr204)
(1:1000), coelho anti-mGIuRS (1:500) ou coelho anti-c-Fos (sc253) (1:700) em tampéao
contendo 3% de BSA por 20 horas a temperatura ambiente. As membranas foram
lavadas 3 X 10 minutos com tampdo de lavagem e incubadas com anticorpo
secundario conjugado a peroxidase anti-coelho IgG (1:5000) em tamp&o contendo 3%
de leite desnatado por uma hora. As membranas foram novamente lavadas por 3 X
10 minutos. A deteccdo das proteinas de interesse foi realizada por processo de
quimioluminescéncia utilizando o Kit ECL Milipore e revelagédo através do LAS (GE
Healthcare). Posteriormente as membranas foram submetidas ao stripping em tampao
stripping (TRIS pH 6,8 65 mM, SDS 2% e 2-mercaptoetanol 100 mM, adicionado
fresco) e novamente bloqueadas e incubadas com os anticorpos coelho anti-AKT
(1:1000), coelho anti-ERK1/2 (1:1000) ou coelho anti B-actina (1:1000) por 20 horas.

As membranas foram incubadas com anticorpo secundario anti-coelho I1gG (1:5000),
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para determinar a expresséao total de AKT, ERK1/2, mGIuR5 e c-Fos. As Bandas n&o
saturadas da Akt, ERK1/2, mGIuRS e c-Fos foram quantificadas utilizando o software
Image J. Os valores obtidos para Akt e ERK1/2-fosforilada foram corrigidos pelos valores da
Akt e ERK1/2 total e a média e o erro padréo foram calculados para o numero de experimentos
independentes. As membranas foram incubadas com o reagente de detecgdo ECL e

digitalizadas pelo ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare).

4.2.8 RT-PCR quantitativo

O RNA foi isolado utilizando o reagente TRIzol ®, de acordo com as instrugdes
do fabricante (Invitrogen, Burlington, ON, USA). O RNA foi resuspendido em 20 ul de
agua livre de RNAse, e sua concentragao e qualidade foi analisada pelo NanoDropTM
(Thermo Scientific, Wilmington, USA) e com eletroforese de gel, respectivamente. Os
cDNAs foram preparados a partir de 400 ng do total de RNA extraido em 20 ul da
reagdo final de transcriptase reversa. O PCR quantitativo RT-PCR (gqPCR) foi
realizado para quantificar os niveis de mRNA do fator neurotrofico derivado do cérebro
— BDNF (NM_001285416.1), proteina associada ao citoesqueleto regulada por
atividade — Arg3.1/ARC (NM_018790.3), Sintaxina 1A (NM_016801.3) e proteina de
densidade pos-sinaptica PSD-95 — Dgl4 (NM_007864.3). BDNF (forward: 5
ATGAAAGAAGTAAACGTCCAC 3, reverse 5 CCAGCAGAAAGAGTAGAGGAG 3), ARC
(forward 5 GCTGAAGCAGCAGACCTGA 3 reserve 5
TTCACTGGTATGAATCACTGCTGS3), Sintaxina 1A (forward: 5 GAACAAAGTTCGCTCCAAGC
3; reverse: 5 GTGGCGTTIGTACTCGGACAT 3) e PSD95 (forward: 5
TCTGTGCGAGAGGTAGCAGAS3; reverse 5AAGCACTCCGTGAACTCCTG 3). Os
primers foram desenhados com o software Primer3plus (Untergasser, Nijveen et al.

2007) de acordo com (Agerman et al., 2003) e checados com ferramenta Primer-
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BLAST (Ye, Coulouris et al. 2012). As amostras foram preparadas em ftriplicata, e as
alteragdes na expressao dos genes foram determinadas de acordo com o método ACt,
utilizando normalizagdo pela actina. Os RT-qPCRs mostraram boa qualidade de
amplificagéo, e a especificidade e eficiéncia dos primers foram testadas e confirmadas

pelo método de diluicdo seriada.

4.2.9 Andlise Histolégica e Microscopia eletrénica de transmissao

Para a histologia e os estudos de ultraestrutura, os animais foram anestesiados
com Ketamina/Xilazina (100/10 mg/kg) i.p. e submetidos a perfusdo transcardiaca
com PBS 1X gelado por 10 minutos, seguido de fixagdo com solugdo Karnovsky
modificada por 10 minutos. Os cérebros perfundidos foram mantidos em solugao
Karnovsky overnight a 4°C. Para a histologia de rotina, apods a fixagcdo, as amostras
do estriado foram desidratadas com etanol em concentragéo crescente (70%, 80%,
90%, 95% 2x) e em seguidas incluidas em resina glicol metacrilato. Os blocos foram
fatiados (5 pm) em microtomo e marcados com cresil violeta para posterior
visualizagdo no microscopio Zeiss Axio Imager A2 utilizando lente objetiva 40x. Para
a microscopia eletrénica, as amostras de estriado foram lavadas em tampé&o cacolitato
0,1 M, e pos-fixado em osmium reduzido (2% tetroxido de ésmio, contendo 1.6% de
ferrocianeto de potassio), contrastado en bloc com acetato de uranila (2% acetato de
uranila em agua deionizada), desidratado através de series crescentes de etanol e
infiltrados em resina EPON. Os cortes foram montados em grades de cobre de 200
ou 300 mesh e contrastados com citrato de chumbo para posterior visualizagdo. A
aquisicdo das fotografias digitais foi realizadas em microscépio eletrbnico de

transmissao Tecnai-G2-Spirit-FEI/Quanta, do Centro de Microscopia da UFMG
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e microscopio eletronico de transmissdo Zeiss-EM10 do Centro de Microscopia
Eletronica. A analise das imagens foi realizada com o programa Image J., e a
densidade total de vesiculas sinapticas foi calculada pela relagdo numero de vesiculas

pela area do terminal.

4.2.10 Analise das imagens de microscopia eletrénica de transmissao

As sinapses foram selecionadas baseadas na presenca de vesiculas sinapticas
e mitocondrias em terminais pré-sinapticos e na densidade pdés-sinaptica na
membrana pdés-sinaptica. Sec¢des Unicas através das sinapses de interesse foram
tracadas e as areas terminais (através das areas seccionadas de cada nervo terminal)
e o0 numero de vesiculas sinapticas foram determinados. A distribuicdo das vesiculas
sinapticas foram avaliadas pela quantificagao das vesiculas localizadas em diferentes
distancias da zona ativa, como descrito por Becherer et al., 2001; Han et al., 2011;
Rodrigues et al., 2013. As vesiculas foram contadas 200 nm a partir da zona ativa.
Todas as imagens investigadas neste estudo foram analisadas por um observador

cego.

4.2.11 Marcagao por Golgi-Cox

Aproximadamente 20 minutos apos o Uultimo teste de memodria, os
camundongos foram sacrificados e o cérebro foi removido e lavado rapidamente com
agua destilada para remover o excesso de sangue. Durante duas semanas os
cérebros foram mantidos imerso em uma solu¢ado de impregnagao, consistindo em
volumes iguais de Solugédo A e B (FD Rapid GolgiStainTM). A solugao foi substituida

por uma nova apés as primeiras 6 horas. Os cérebros foram transferidos para a
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Solugao C e armazenados a temperatura ambiente no escuro durante pelo menos 72
horas, sendo substituida apds as primeiras 24 horas. Foram feitos cortes coronais em
criostato com 100 a 200 um de espessura a -20°C. As fatias foram montadas em
ldminas gelatinizadas e mantidas umedecidas com Solugdo C. Processo de
impregnagao: as fatias foram lavadas 2 vezes de 4 minutos cada com agua Mili-Q e
colocadas em solucéo consistindo em 1 parte de solugédo D com 1 parte da solugcao E
+ 2 partes de agua Mili-Q por 10 minutos seguida de lavagem de 2 vezes de 4 minutos.
Protocolo de desidratacao: as fatias foram banhadas na sequéncia de 50%; 75%; 90%
de etanol por 4 minutos cada, seguido de 4 lavagens de 4 minutos cada com etanol
absoluto. As fatias foram lavadas com xileno 3 vezes de 4 minutos cada, e montadas

com Entellan®.

4.2.12 Aquisi¢cdo de imagens e andlises das espinhas dendriticas

Os neurbnios piramidais do hipocampo foram escolhidos para analise com
base nos seguintes critérios: 1) as células deveriam estar completamente
impregnadas pela marcacédo Golgi-Cox; 2) ndo haver sobreposicdo com outra célula
para garantir nenhum viés de confusdo; 3) possuir um corpo celular definido; 4)
possuir ramificacdo dendritica primaria intacta; 5) presenga de ramificagado secundaria
ou terciaria medindo ao menos 20 um. Foram obtidas um total de 12 - 15 imagens em
série Z (Z-Staks) por animal a partir do microscopio Nikon Eclipse Ti (Confocal) com
objetiva x63. A medicao e classificacdo das espinhas dendriticas foram realizadas
utilizando o] software livre RECONSTRUCT, disponivel em
(Http://synapses.clm.utexas.edu), conforme descrito anteriormente (Risher et al.,

2014).
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4.2.13 Reconhecimento de objeto

O teste de reconhecimento de objeto é baseado na diferenga entre a
exploracédo espontanea de um objeto colocado em nova localizagdo e um objeto em
localizacdo conhecida. O aparato utilizado foi uma caixa aberta, feita de PVC,
medindo 50 cm x 35 cm x 25 cm, montada com uma camera filmadora e luz. Dois
objetos idénticos feitos de vidro ou plastico foram utilizados. O peso e a altura dos
objetos foram suficientes para que estes ndo fossem derrubados ou escalados pelos
camundongos. Testes iniciais mostraram que os animais ndo possuiam preferéncia
por nenhum dos objetos. O procedimento geral constituiu de trés etapas:
familiarizagao, treinamento e teste. No primeiro dia, os animais foram individualmente
submetidos a uma unica fase de familiarizacdo, com duragcdo de 10 minutos, durante
a qual os animais foram apresentados a um novo ambiente (caixa vazia). No segundo
dia (24 horas depois), os animais foram submetidos a uma unica segédo de
treinamento, onde dois objetos idénticos foram alocados em posigdes simétricas a
partir do centro da arena. A distancia entre os dois objetos e as paredes laterais foi de
15 cm. Durante 90 minutos, os animais retornaram a suas caixas de origem. Logo
apos este tempo, na terceira fase, os animais foram reintroduzidos na arena, porém
um dos objetos foi colocado em nova localizagdo. Para controlar odores, a cada troca
de animais, o aparato e os objetos foram limpos e ventilados com alcool 70%. Todas
as sec¢des foram realizadas durante a primeira parte do ciclo do dia. Os animais foram
ambientados na sala de experimento por ao menos 15 minutos, antes do inicio de

cada secao.
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4.2.14 Teste de Rotarod

O teste constou de duas fases: treinamento (3 dias) e o teste (ultimo dia). Antes
do inicio de cada sec¢ao, os animais foram habituados na sala de experimento por ao
menos 15 minutos. No primeiro dia do treinamento, os animais descansaram por 5
minutos no aparelho rotarod antes do inicio da acelerag&o. Durante os trés dias de
treinamento, os camundongos foram treinados por no maximo 2 minutos em cinco
velocidades de aceleragao (de 4 a 40 RMP em 300s). O intervalo de descanso entre
cada aceleracao foi de 10 minutos. No dia do teste, a permanéncia no aparelho foi
apurada em trés sec¢des de aceleragao constante, com intervalo de 20 minutos entre
cada apuragao. A laténcia de queda no aparelho foi registrada, e o resultado foi dado
pela média de tempo em segundos das trés secgbes para cada animal. A laténcia

minima apurada foi de 5 s e a maxima foi de 300 s.

4.2.15 Condicionamento ao medo

Os animais foram posicionados em uma camara de condicionamento feita em
acrilico, medindo 23 x 23 x 30 cm, composta de paredes pretas e piso em forma de
grade com barras de acgo inoxidavel (0,4 cm de didmetro, separadas a 0,6 cm de
distancia). A camara foi montada em uma caixa a prova de som e monitorada por
video (Insight Equipamentos, Ribeirdo Preto, Brasil). Durante o periodo de
habituagdo, os camundongos puderam explorar livremente a camara por 120s. Apos
este tempo, um tom foi aplicado por 30s (CS: estimulo condicionado, 85 dB, 1KHz),
sendo os ultimos 2s emparelhados a choque nas patas (US: estimulo incondicionado,

0.7 mA). O protocolo de pareamento CS-US foi repetido 5 vezes para fortalecer a
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associacao, com intervalo de 30s entre cada estimulo. Apds 60s, o animal foi colocado
em sua gaiola de origem. Apos 90 minutos, os camundongos foram posicionados em
outra camara, em um novo contexto, com o mesmo tamanho, mas paredes em preto
e branco e cheiro diferente. Durante os primeiros 180s nao foi aplicado nenhum
estimulo, e nos 180s finais foi aplicado o mesmo tom usado no condicionamento. O
comportamento de congelamento (freezing) (definido como imobilidade total
acompanhado de postura tensa, exceto movimentos respiratorios) foi considerado
como no minimo de 2 s a cada 5 s (Radwanska et al., 2011) e foi analisado ao longo

de todo o periodo na caixa para novo contexto.

4.2.16 Campo aberto

A atividade locomotora espontanea foi medida a partir do Harvard Apparatus
automatico (LE 8811 IR Activity Activity Monitors PANLAB, Harvard Apparatus,
Espanha), composto de uma caixa acrilica medindo 45 x 45 x 20. Os animais foram
posicionados no centro do aparelho campo aberto e a atividade horizontal espontanea
(distancia percorrida) e a distancia percorrida no centro do aparato foi medida durante
60 min. Todas as sessbes foram realizadas durante a primeira parte do ciclo de luz e
os camundongos foram aclimatados a sala por pelo menos 30 minutos antes do inicio
do experimento. Todas as quantificacbes foram calculadas utilizando o software

ACTITRACK.
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4.3 Analise estatistica

As comparagdes das curvas concentragao-resposta, imunohistoquimica e
gPCR foram realizadas através da variancia one-way ANOVA. As comparagdes
condicionamento ao medo, campo aberto, Gogi-Cox e western blots, realizadas
através da variancia two-way ANOVA. As médias individuais foram comparadas pelo
teste post-hoc Bonferroni. O reconhecimento de objeto foi analisado pelo método t-
test. Os dados foram testados quanto a normalidade de distribuicdo pelo teste de
normalidade de D'Agostino e Pearson. Nenhum outliers (maior que dois desvios da
meédia) foi encontrado e, portanto, nenhum dado foi excluido. A significancia estatistica
foi determinada pela analise de variancia, unidirecional e bidirecional (ANOVA),
seguida pelo teste de comparagao multipla post hoc de Bonferroni.

Em todos os métodos, as analises estatisticas foram realizadas com o auxilio
do software GraphPadPrism® versao 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA). A
meédia e o erro padrdao foram calculados para o numero de experimentos

independentes, como indicados nas legendas das figuras.
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5. Capitulo 01

Estudo do efeito in vivo do modulador alostérico positivo do receptor
metabotropico de glutamato 5, CDPPB, em um camundongo modelo da doenga

de Huntington, o BACHD

5.1 Objetivos especificos do capitulo 01

e Avaliar o potencial neuroprotetor do CDPPB;

e Investigar a ativacdo de vias neuroprotetoras envolvendo ERK1/2, AKT e
BDNF nos cérebros de camundongos;

e Avaliar as alteragdes na morfologia neuronal,

e Avaliar o efeito do tratamento crénico com CDPPB sobre o comportamento

motor e de memoria dos camundongos WT e BACHD,;
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5.2. RESULTADOS

5.2.1 O CDPPB melhora a performance comportamental de camundongos

BACHD

Uma vez que observamos que o tratamento crénico com CDPPB promove
ativacao de mecanismos neuroprotetores importantes e que esta ativagcao resulta em
um aumento da sobrevivéncia neuronal e de parametros relevantes para o
desempenho motor e de memédria, realizamos os testes de rotarod, para avaliar o
desempenho motor dos camundongos BACHD, e de reconhecimento de objeto em
nova localizagcao, para avaliar o desempenho de memoaria.

Gray e colaboradores (2008) demonstraram que os camundongos BACHD
apresentam desempenho motor inferior aos camundongos WT, quando desafiados ao
rotarod. Sendo assim, para analisar se o tratamento cronico com CDPPB melhoraria
o desempenho motor destes camundongos, submetemos os trés grupos
experimentais ao aparelho rotarod. Os camundongos foram testados as 12 semanas
de idade, antes do inicio do tratamento, e com 30 semanas de idade e 18 semanas
de tratamento. O prejuizo motor acomete os camundongos BACHD ainda jovens, com
12 semanas de idade (FIG. 7A). O resultado do rotarod com 30 semanas de idade
(FIG. 7B) nos mostrou ainda que os camundongos BACHD possuem
comprometimento motor quando comparado ao WT e que o tratamento com CDPPB
melhorou, pelo menos parcialmente, o desempenho motor, uma vez que o0s
camundongos BACHD passaram a apresentar um desempenho motor que nao se

mostrou diferente dos camundongos WT.
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Figura 7: Efeito do tratamento com CDPPB no desempenho motor de
camundongos BACHD. Os graficos mostram a laténcia de queda no rotarod dos
camundongos WT (n = 11), BACHD tratados com veiculo (n = 10-11) e BACHD
tratados com CDPPB (n=8) com 12 (A) e 30 semanas de idade (B). A laténcia minima
no aparato foi de 5 segundos. * Indicam diferencgas significativas comparados ao grupo

WT (p < 0,05).

Foi demonstrado anteriormente que os camundongos BACHD possuem
comprometimento de memoéria (Southwell et al., 2009). Também foi visto
anteriormente por nosso grupo, que os camundongos BACHD possuem desempenho
inferior no teste de reconhecimento de objeto novo, quando comparados aos
camundongos WT (Doria et al., 2013). Os MAPs do mGIuRS possuem um efeito
positivo sobre a memoaria, faciltando e melhorando a neurotransmissao de
aprendizagem espacial, além de resgatar farmacologicamente a diminuigdo da
memoria induzida por farmacos no teste de reconhecimento de objetos (Uslaner et al.,
2009).

Para avaliar se o tratamento crénico com CDPPB iria promover melhora da
memoria dos camundongos BACHD, ndés submetemos estes animais ao teste de

reconhecimento de objeto em nova localizagdo. Neste teste, a memdéria € medida com
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base na preferéncia pelo objeto colocado na nova localizagdo. Durante a fase de
treinamento, os camundongos puderam explorar livremente dois objetos idénticos por
10 minutos. Apds um intervalo de 90 minutos em suas gaiolas de origem, os
camundongos foram realocados na caixa de teste e re-expostos ao mesmo par de
objetos, porém um dos objetos foi colocado em nova localizagdo. O tempo de
exploracdo foi calculado como a medida do tempo em que os camundongos
exploraram o objeto na nova localizag&o na fase de teste como uma porcentagem do
tempo explorando o mesmo objeto durante a fase de treinamento mais a fase de teste.
Os camundongos foram testados com 16 (FIG. 8A) e 30 semanas de idade (FIG. 8B).
Com 16 semanas de idade, os trés grupos experimentais exploraram mais os objetos
na nova localizagdo, o que sugere que com 16 semanas de idade ainda ndo houve
comprometimento neuronal suficiente para causar piora do desempenho de memoria
(FIG 18A). Camundongos WT com 30 semanas de idade exploraram mais o objeto na
nova localizagdo do que aquele presente na localizagdo antiga (FIG. 18B).
Interessantemente, camundongos BACHD com 30 semanas de idade exploram pela
mesma duragdo de tempo ambos os objetos (FiG. 18B). Esse dado indica que a
memoria de camundongos BACHD com 30 semanas de idade encontra-se
comprometida. Entretanto, os camundongos tratados com CDPPB exploraram mais o
objeto na nova localizagdo do que na localizagéo antiga (FIG. 18B), indicando que o
tratamento crénico com CDPPB foi capaz de reverter o déficit de memoria

apresentado por camundongos BACHD.
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Figura 8: Efeito do tratamento com CDPPB sobre a memoéria de camundongos
BACHD. Os graficos mostram a porcentagem de tempo de exploragdo do objeto em
nova localizagdo, em relagao ao tempo explorando os dois objetos dos camundongos
WT (n=11), BACHD tratados com veiculo (n = 10-11) e BACHD tratados com CDPPB
(n=8) com 16 (A) e 30 semanas de idade (B). Os dados representam as médias +
SEM. * Indicam exploragdo do objeto na nova localizagdo em relagdo a exploragao

aleatdria dos dois objetos (p <0,05).

5.2.2 O CDPPB protege os neurdnios estriatais da morte induzida por glutamato

in vitro

Glutamato, quando em excesso, promove o aumento da concentragéo de Ca**
intracelular, levando a uma cascata de eventos que pode culminar em excitotoxicidade
(Mehta et al., 2013). Em um estudo anterior, demonstramos que o CDPPB, na
concentracdo de 10 uM, n3o promove a liberacdo intracelular de Ca®" em cultura

neuronal (Doria et al., 2013). Além disso, esse composto apresentou efeito
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neuroprotetor frente ao insulto de glutamato em neurénios em cultura primaria (Doria
et al. 2013)

A fim de avaliar a toxicidade e a poténcia do MAP CDPPB in vitro, incubamos
culturas primarias de neurdnios estriatais de embrides de camundongos C57, na
presenga ou na auséncia de glutamato 50 yM, com 0, 1, 5, 10, 50, 100 e 10.000 nM
de CDPPB. O CDPPB, em todas as concentrac¢des testadas, ndo promoveu morte
neuronal acima dos valores basais na auséncia de glutamato 50 uM, indicando que
até a concentragdo maxima testada de 10.000 nM o CDPPB nao é toxico para
neurdnios. Além disso, a menor concentragdo de CDPPB testada (1 nM) foi suficiente
para reduzir a morte neuronal induzida por glutamato a niveis basais, indicando que

o CDPPB é um farmaco neuroprotetor (FIG. 9).

56



Basal

Glut 50pM

Glut 50uM +
CDPPB 1nM

G

“A

Ewa - CDPPB

83 o = CDPPB + glutamato
o8

20 *
3 04

;.

o~

835

©

3 i S—
E o S NSO 8 PSS
23 S

CDPPB (nM)

Figura 9: Curva concentragcao-reposta do CDPPB. Imagens de neurbnios estriatais
marcados com Calceina-AM (células vivas, verdes) (A, C e E). Neurbnios estriatais
marcados com homodimero de etideo (células mortas, vermelhas) (B, D e F). Morte
neuronal basal (A e B). Morte neuronal induzida por insulto de glutamato 50 yM por 20
horas (C e D). Morte neuronal induzida por insulto de glutamato 50 uM na presenga de
1.0 nM de CDPPB (E e F). G. Grafico mostra a porcentagem de morte neuronal sob o
estimulo de CDPPB em concentragdes de 1, 5, 10, 50, 100 e 10.000 nM na presenca
ou auséncia de 50 yM de glutamato por 20 horas. Os dados representam a média de
quatro experimentos independentes. * indicam diferengas significativas em

comparagao ao grupo tratado com glutamato na auséncia de CDPPB (p < 0,05).
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5.2.3 O CDPPB aumenta a fosforilagdo de ERK1/2 em camundongos BACHD com

30 semanas de idade

A fim de investigar os efeitos in vivo da administracdo crénica de CDPPB,
camundongos BACHD com 12 semanas de idade foram tratados com veiculo (DMSO)
ou CDPPB (1.5 mg/Kg) através de administragdo subcutanea por meio de pumps
osmoticas (Alzet ®), por um total de 18 semanas, sendo que um grupo prosseguiu
sem tratamento da 18° até 52° semanas de idade (FIG. 7). Para avaliar os efeitos do
tratamento com CDPPB, os achados moleculares e comportamentais dos
camundongos BACHD tratados com CDPPB ou veiculo foram comparados aos
camundongos WT.

Trabalhos publicados por nosso e por outros grupos de pesquisa indicam que
a estimulacdo dos receptores mGIuR1/5 leva a estimulacédo de vias de sinalizagcéo
importantes para a proliferacdo e sobrevivéncia celular, tais como AKT e ERK1/2
(Masu et al., 1991; Ribeiro et al., 2010). Dados da literatura sugerem que os MAPs
DFB e CPPHA, na auséncia de agonista, sdo capazes de promover a ativacédo de
ERK1/2 em astrocitos (Zhang et al., 2005), e que esta ativagéo foi capaz de proteger
neurdnios de uma injuria traumatica por um mecanismo dependente de ERK1/2 (Chen
et al.,, 2012). Assim, decidimos avaliar se o tratamento crénico com CDPPB seria
capaz de elevar os niveis de fosforilacdo da ERK1/2. A fosforilagdo da ERK1/2 foi
avaliada por meio da técnica de western blot. Neste experimento, foram utilizamos
lizados dos cérebros de camundongos WT, BACHD tratados com veiculo ou tratados

com CDPPB, com 30 semanas de idade.
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Os nossos resultados demonstram que o tratamento com CDPPB promoveu
aumento da fosforilagdo de ERK1/2 no cortex de camundongos BACHD tratados com
CDPPB, quando comparados a camundongos BACHD tratados com veiculo ou
camundongos WT (FIG. 10A e 10D). Além disso, o tratamento crénico com CDPPB
promoveu um aumento da fosforilagdo de ERK1/2 na formagao hipocampal (FIG. 10C

e 10F), mas néo no estriado (FIG. 10B e 10E).
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Figura 10: Efeito do tratamento com CDPPB sobre a fosforilagdo de ERK1/2 em
camundongos BACHD tratados com CDPPB. Figura representativa de imunoblots
de fosfo-ERK1/2 (figura de cima) e de ERK1/2 total (figura de baixo), no cortex (Ctx),
estriado (Str) e formagao hipocampal (Hip) de camundongos WT (A), BACHD tratados
com veiculo (B), e BACHD tratados com CDPPB (C). Os graficos mostram a analise da
expresséo de fosfo-ERK1/2 normalizado pela expressdo de ERK1/2 total, nas regides
do cértex (D), estriado (E) e formac&o hipocampal (F) de camundongos WT (n=3),

BACHD tratados com veiculo (n=3) e BACHD tratados com CDPPB (n=3), com 30
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semanas de idade. Os dados representam a média + SEM, expressa em porcentagem

da fosforilagdo basal de ERK1/2 total. * indicam diferengas significativas (p < 0,05).

5.2.4 Expressao do mRNA de BDNF no cértex de camundongos BACHD

Visto que o tratamento crénico com CDPPB promove um aumento da
fosforilagdo de ERK1/2, e que a fosforilacdo de ERK1/2 promove a ativacéo de vias
neuroprotetoras, levando, por exemplo, a um aumento da expressao do BDNF, nds
investigamos entéo, por meio do experimento de RT-qPCR, se a expresséo de BDNF
estaria alterada no cértex de camundongos BACHD. Para tal, analisamos os niveis de
MRNA de BDNF no cortex de camundongos com 8 (FIG. 11A), 30 (FIG. 11B) e 52
(FIG. 11C) semanas de idade. Camundongos BACHD com 52 semanas de idade
apresentaram uma redugao significativa da expressdo de mRNA de BDNF, quando
comparado a camundongos selvagens. Esta quantificacdo foi realizada em
camundongos BACHD sem tratamento e nos sugere que a reduc¢ao da expressao de
BDNF poderia contribuir para a redugao de mecanismos neuroprotetores, contribuindo

assim para a progressao da DH.
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Figura 11: Niveis do mRNA do BDNF em camundongos BACHD com 52 semanas
de idade. Os graficos mostram os niveis de expressao de BDNF, determinados por
RT-PCR, no cértex de camundongos WT (n=3) e BACHD (n=3) com 8 (A), 30 (B) e 52
semanas de idade (C). A reacdo de gPCR foi realizada em triplicata e normalizada

*

pelos niveis de expressao de actina. Os dados representam a média + SEM. * indicam

diferencas significativas comparados ao grupo WT (p < 0,05).

5.2.5 A expressao do mRNA de BDNF é aumentada pelo tratamento com CDPPB

A expressdao do mRNA do BDNF encontra-se reduzida em camundongos
BACHD de 52 semanas de idade e, por isso, decidimos investigar se o tratamento
cronico com CDPPB iria alterar a expressdo do BDNF nos camundongos com 30
semanas de idade. A expressdao de BDNF ndo foi diferente quando comparamos
camundongos WT, BACHD tratados com veiculo e BACHD tratados com CDPPB nas
regides do estriado (FIG. 12B) e formagédo hipocampal (FIG. 12C). Todavia, o
tratamento com CDPPB levou a um aumento da expressdo de BDNF no cértex dos
camundongos BACHD (FIG. 12A).

A fosforilacdo de ERK1/2 ativa vias neuroprotetoras, promovendo um aumento
da expressdo de BDNF. Sendo assim, foi interessante observar que o aumento da
fosforilagcdo de ERK1/2 no cortex foi seguido pelo aumento da expressdo de BDNF

em camundongos BACHD tratados com CDPPB.
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Figura 12: Niveis do mRNA do BDNF em camundongos BACHD tratados com
CDPPB com 30 semanas de idade. Os graficos mostram os niveis de expressao de
BDNF, determinados por RT-qPCR, no cértex de camundongos WT (n=3) (A), BACHD
tratados com veiculo (n=3) (B) e BACHD tratados com CDPPB (n= 3) (C). A reacao de
gPCR foi realizada em triplicata e normalizada pelos niveis de expressao de actina. Os
dados representam a média + SEM. * indicam diferengas significativas comparados

ao grupo WT (p < 0,05).

5.2.6 O tratamento créonico com CDPPB reduz a morte celular

A neurodegeneracao que ocorre na DH pode ser devido ao excesso de Ca®"
intracelular, promovendo excitotoxicidade, ou ainda pelo acumulo de agregados da
proteina HTT (DiFiglia, 1990). Camundongos BACHD apresentam agregados de HTT
e morte neuronal detectaveis apenas quando atingem a idade de 12 meses.

Para determinar se o tratamento cronico com CDPPB seria eficaz para
melhorar as alteragbes patoldgicas relacionadas com a neurodegeneragdo que
ocorrem na DH, foram analisadas fatias de camundongos selvagens, BACHD tratados
com veiculo ou com CDPPB, com 30 e 52 semanas de idade. Para todos os
camundongos tratados com CDPPB, o tratamento iniciou-se na 122 semana e

terminou na 30? semana de vida. No entanto, um grupo de camundongos foi
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sacrificado imediatamente apds o fim do tratamento (30 semanas de idade) e outro
grupo de camundongos foi mantido até a 522 semana. Entre a 30 semana e a 522
semana, nenhum camundongo recebeu veiculo ou CDPPB.

Vimos anteriormente que o tratamento crénico com o CDPPB promove, em
camundongos BACHD, o aumento da fosforilagdo de ERK1/2 e da expressao de
BDNF. Para investigar se essa ativagdo de vias neuroprotetoras se reflete em
neuroprotecao, foi utilizada a técnica de histologia tradicional, com coloragéo de cresil-
violeta. Para este experimento, foram utilizadas fatias cerebrais de camundongos
selvagens e BACHD tratados com veiculo ou com CDPPB, na idade de 30 semanas,
e avaliadas a quantidade de células presentes naquelas fatias. Camundongos BACHD
tratados com veiculo apresentaram reduc&o no numero de células do estriado, quando
comparados ao grupo selvagem. Além disso, o tratamento com CDPPB reverteu,
ainda que parcialmente, a perda de células que ocorre no estriado desses

camundongos (FIG. 13 A, B, C).
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Figura 13: Efeito do tratamento crénico com CDPPPB sobre a morte celular no
estriado de camundongos BACHD com 30 semanas de idade. Imagens
representativas da histologia do estriado de camundongos WT (A), BACHD tratados
com veiculo (B) e BACHD tratados com CDPPB (C). Os graficos apresentam a
qguantificacdo do numero total de células encontradas com a coloragao cresil-violeta em
WT (n = 3), BACHD tratados com veiculo (n = 3) e BACHD tratados com CDPPB (n =
3) (D). Os dados representam a média + SEM de pelo menos 24 imagens por grupo

experimental. * indicam diferencas significativas comparados ao grupo WT (p < 0,05).

5.2.7 O CDPPB reverte a redugao do peso de regides cerebrais

Apos cuidadosa disseccao dos cérebros para os experimentos de western blot
e RT-gPCR, as regides do estriado e na formagdo hipocampal dos trés grupos

experimentais foram pesadas. Observou-se uma redugao na massa do estriado (FIG.
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14A) e da formagéo hipocampal (FIG. 14B) dos camundongos BACHD tratados com
veiculo, comparados aos WT, e esta reducdo no volume foi parcialmente revertida
pelo tratamento com CDPPB. Deste modo, a prevengcdo da morte neuronal pelo
CDPPB reflete-se no volume do estriado e formagéo hipocampal dos camundongos

BACHD.
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Figura 14: Efeito do CDPPB sobre o peso do cérebro de camundongos BACHD
com 30 semanas de idade. Os graficos mostram o peso em mg das regides do
estriado (A) e formagao hipocampal (B) de camundongos WT (n = 3), BACHD tratados
com veiculo (n = 3) e BACHD tratados com CDPPB (n = 3). *indicam diferencas

significativas comparados ao grupo WT (p < 0,05).

5.2.8 O tratamento crénico com CDPPB previne a morte neuronal

Visto que os camundongos BACHD néo tratados apresentam uma redugao no
numero de células no estriado, ndés decidimos investigar, por meio de
imunohistoquimica e utilizando anticorpo especifico para neurénios (anti-NeuN), se a

populacao de células que esta reduzida no estriado de camundongos BACHD seriam
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neurénios. A quantificacdo dos neurénios (positivos para NeuN) presentes no estriado
nos mostrou que os camundongos BACHD com 52 semanas de idade tratados com
veiculo possuem uma reducdo significativa no numero de neurbnios, quando
comparado ao grupo WT (FIG. 15). Entretanto, camundongos BACHD tratados com
CDPPB nao apresentaram perda neuronal, indicando que o tratamento com CDPPB
foi capaz de previnir a perda neuronal que ocorre em camundongos BACHD (FIG. 15,
B, C).

Esses dados nos mostram que o tratamento crénico com CDPPB ativa vias
neuroprotetoras em camundongos BACHD, e que esta ativagao reflete diretamente

na sobrevivéncia neuronal.
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Figura 15: Efeito do tratamento cronico com CDPPB sobre a morte neuronal no
estriado de camundongos BACHD com 52 semanas de idade.

Imagens representativas da imunohistoquimica do estriado de camundongos WT (n=3)
(A), BACHD tratados com veiculo (n=3) (B) e BACHD tratados com CDPPB (n=3) (C).
Os graficos apresentam a quantificagdo do numero total de neurdnios positivos para
NeuN. Dados representam a média £+ SEM, de ao menos 9 imagens obtidas de 3 fatias

por cada camundongo. * Indicam diferengas significativas comparados ao grupo

BACHD tratado com veiculo (p < 0,05).
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5.2.9 O tratamento crénico com CDPPB aumenta a fosforilacao de AKT

A proteina AKT participa diretamente da neuroprotecdo. Um de seus
mecanismos neuroprotetores especificos para a DH € a fosforilacdo da proteina HTT,
diminuindo a formacao de agregados (Arrasate et al., 2004). Os agregados de HTT
podem ser téxicos aos neurbnios e a AKT é importante para prevengao de sua
formacdo, resultando na redugdo da morte neuronal. Tendo em vista que a
fosforilagdo da AKT foi aumentada pelo tratamento in vitro com CDPPB (Doria et al.,
2013), nés decidimos investigar se o tratamento crénico com CDPPB poderia alterar
os niveis de fosforilagdo de AKT em camundongos BACHD.

A quantificagdo através de experimentos de western blot indicou que o
tratamento com CDPPB promoveu um aumento da fosforilagdo de AKT nas regides
do cértex (FIG. 16A), estriado (FIG. 16B) e formagédo hipocampal (FIG. 16C) em
camundongos BACHD, quando comparados aos grupos selvagem. Além disso, a
ativacdo da AKT no estriado (FIG. 16B) e no formagédo hipocampal (FIG. 16C) de
camundongos BACHD tratados com CDPPB foi maior do que o observado em

camundongos BACHD nao tratados com o farmaco.
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Figura 16: Fosforilagdo de AKT em camundongos WT e BACHD tratados com
CDPPB. Figura representativa de imunoblots de fosfo-AKT (figura de cima) e de AKT
total (figura de baixo), no 30 cértex (Ctx), estriado (Str) e formagao hipocampal (Hip) de
camundongos WT (A), BACHD tratados com veiculo (B), e BACHD tratados com
CDPPB (C). Os graficos mostram a analise da expressédo de fosfo-AKT normalizado
pela expressdo de AKT total, nas regides do cortex (D), estriado (E) e formagao
hipocampal (F) de camundongos WT (n=3), BACHD tratados com veiculo (n=3) e
BACHD tratados com CDPPB (n=3), com 30 semanas de idade. Os dados representam
a média + SEM, expressa em porcentagem da fosforilagdo basal de AKT total. * indicam

diferencgas significativas (p < 0,05).

5.2.10 O tratamento com CDPPB reduz o numero de agregados de huntingtina

A formacado dos agregados da HTT mutante € uma das possiveis causas da
morte neuronal que ocorre na doenca. A ativacao da proteina AKT pode promover a
fosforilagdo da proteina HTT mutada, diminuindo a formagéo de agregados de HTT e

reduzindo a morte neuronal (Tartari et al., 2008; Saudou e Humbert, 2016).
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Uma vez que o CDPPB promove um aumento dos niveis de fosforilacdo da
AKT e que o tratamento com CDPPB reduz a morte neuronal, nds investigamos, por
meio da imunohistoquimica, se o tratamento com CDPPB alteraria a quantidade dos
agregados de HTT formados no cérebro dos camundongos BACHD.

Nao foi observada marcagao de agregados de HTT nas fatias de camundongos
selvagens, embora camundongos BACHD tratados com veiculo tenham apresentado
niveis elevados de agregados (FIG. 17A e 17B), indicando que o anticorpo EM-48 é
especifico. Interessantemente, o numero de agregados de HTT foi fortemente
reduzido nos camundongos BACHD tratados com CDPPB, quando comparados ao
grupo tratado com veiculo (FIG. 17). Esses resultados nos levam a hipotese de que a

ativacdo da AKT possa contribuir para a diminuicdo do numero de agregados.
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Figura 17: Nimero de agregados de huntingtina em BACHD com 52 semanas
tratados com CDPPB. Imagens representativas de imunohistoquimica, utilizando
anticorpo anti-agregados de huntingtina (EM-48), em fatias do estriado de
camundongos WT (n=3) (A), BACHD tratados com veiculo (n=3) (B) e BACHD
tratados com CDPPB (n=3) (C). O grafico mostra a quantificagdo da marcagéao positiva
do EM-48 por 37317 um?* Dados representam a média + SEM de ao menos 9 imagens
obtidas de 3 fatias por cada camundongo. * Indicam diferengas significativas

comparados ao grupo BACHD tratado com veiculo (p < 0,05).
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5.2.11 O CDPPB normaliza o numero de vesiculas na zona ativa

Para a analise detalhada da morfologia dos terminais sinapticos, realizamos a
técnica de microscopia eletrdbnica. Foram analisadas a morfologia das sinapses
presentes no estriado dos trés grupos experimentais (camundongos WT, BACHD
tratados com veiculo e BACHD tratados com CDPPB), com 30 semanas de idade. Em
uma primeira analise geral, ndo encontramos altera¢cdes na ultraestrutura das
sinapses, dos terminais pré- e pds-sinapticos e organelas (FIG. 18 A - F).

Para analisar se o CDPPB promoveria alteracbes mais sutis, realizamos uma
analise mais detalhada das sinapses. Quanto ao tamanho da area pré-sinaptica e ao
numero de vesiculas presentes no terminal pré-sinaptico, ndo encontramos diferencas
significativas entre os trés grupos (FIG. 18 G, H). Entretanto, ao analisar o numero de
vesiculas presentes na zona ativa, observamos que os camundongos BACHD
tratados com veiculo apresentaram menor numero dessas vesiculas, quando
comparados aos camundongos selvagens, e que o tratamento com CDPPB
aumentou, ao menos parcialmente, o numero de vesiculas presentes na zona ativa
(FIG. 18, I). O numero de vesiculas na zona ativa € um parametro importante, uma
vez que pode influenciar diretamente na liberagao de neurotransmissores e, assim, na

comunicac¢ao neuronal.
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Figura 18: Efeito do tratamento cronico com CDPPB na morfologia das sinapses

de camundongos BACHD com 30 semanas de idade. Imagens representativas da

microscopia eletrénica do estriado de camundongos WT (n=3) (A), BACHD tratados

com veiculo (n=3) (B) e BACHD tratados com CDPPB (n=3) (C). As imagens (D), (E) e

(F) mostras terminais pré-sinapticos de cada grupo, em maior aumento (50.000X). Os

graficos mostram a quantificagdo da area dos terminais pré-sinapticos (G), o numero

de vesiculas por terminal pré-sinaptico (H), e a média do numero de vesiculas

presentes na zona ativa (l), para cada grupo de animal. Foram analisados 10 terminais

nervosos por animal. * Indicam diferengas significativas comparados ao grupo WT (p <

0,05).
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5.3 Discussao do capitulo 01

A morte neuronal € o principal fator causal de doengas neurodegenerativas,
incluindo a DA, DP e a DH (G. Vonsattel e DiFiglia, 1998; Ribeiro et al., 2011).
Farmacos capazes de prevenir a neurodegeneragao representam um instrumento
terapéutico importante para o tratamento destas doengas. Neste estudo,
demonstramos que o CDPPB, MAP do mGuRS5, melhora varios aspectos relacionados
a patologia e aos sinais da DH. Os resultados obtidos a partir do ensaio de morte
neuronal demonstraram que o CDPPB é um farmaco neuroprotetor com alta eficacia,
apresentando baixa toxicidade mesmo quando utilizada em altas concentragdes. O
efeito neuroprotetor do CDPPB pode ser resultado de sua capacidade de ativar vias
neuroproteroras, como a fosforilagcdo de ERK1/2 e AKT e 0 aumento da expressao de
BDNF. Além disso, o tratamento crénico com CDPPB reduz significativamente a
quantidade de agregados de HTT no estriado de camundongos BACHD. Além de
prevenir a morte neuronal e ativar vias neuroprotetoras, o CDPPB reverteu o déficit
de memodria em camundongos BACHD. O ganho no desempenho no teste de
reconhecimento de objeto em nova localizagéo pode ser explicado n&o so pelo efeito
neuroprotetor do farmaco, como também pelo aumento no numero de vesiculas
presentes na zona ativa em camundongos BACHD, o qual estad diretamente
relacionada ao aumento da quantidade de neurotransmissores liberados na fenda
sinaptica.

A estimulacdo do mGIuRS pode levar a ativagao de vias capazes de promover
neuroprotecdo ou exacerbar a neurotoxicidade (Bruno et al., 2001; Zeron et al., 2002;
Tang et al., 2005b). Além de promover a libertagdo de Ca’* através da ativacédo de

receptores de IP3, o mGIuR5 também pode ativar vias neuroprotetoras, tais como a
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ERK1/2, AKT e BDNF (Tyler e Pozzo-Miller, 2003; Yang et al., 2004). Neste capitulo,
demonstramos que além de aumentar a fosforilagdo de ERK1/2 no cortex e na
formagéao hipocampal, o tratamento cronico com CDPPB levou a uma maior expresséo
de mRNA de BDNF no cértex de camundongos BACHD com 30 semanas de idade. A
expressao de BDNF pela fosforilagdo de CREB pode ser aumentada pela estimulagao
de ERK1/2 (Balazs et al., 1997). Deste modo, o aumento da ativagdo de ERK1/2 no
cortex pode contribuir para o aumento da expressao de BDNF. O BDNF é transportado
de forma anterégrada a partir de aferentes corticais para dendritos e axdnios
terminais, sendo liberado em seus alvos no estriado. Assim, a maior parte do BDNF
encontrado no estriado tem origem cortical (Zuccato e Cattaneo, 2007). Foi
demonstrado anteriormente que a infusdo de proteina BDNF no estriado de um
camundongo modelo da DH aumentou a sobrevivéncia dos neurdnios estriatais, bem
como melhorou a fungdo motora destes animais (Canals et al., 2004). Uma série de
estudos indicam que o déficit de BDNF contribui de forma significativa na patogénese
da DH, assim, farmacos que aumentam a expressao de BDNF poderiam ser uma
ferramenta terapéutica importante na DH (Saudou et al., 1998).

A HTT mutante interage com uma série de proteinas em diversas vias celulares
(Cisbani e Cicchetti, 2012). Deste modo, proteinas com papel fisiologico importante
podem ser recrutadas pelos agregados de HTT, tornando-se fisiologicamente inativas
e impactando o funcionamento celular normal (Zeron et al., 2001). Ao analisar a
presenca de agregados de HTT, encontramos uma significativa redugdo na
quantidade de agregados de HTT em camundongos BACHD tratados com CDPPB,
quando comparado ao veiculo. Este achado pode ser explicado pelo aumento da
fosforilagdo de AKT pelo tratamento com CDPPB em camundongos BACHD. A

proteina AKT, além de inibir a morte neuronal induzida pela HTT mutante, inibe a
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formacgédo de inclusbes intranucleares (Humbert et al., 2002). Além disso, a HTT
mutante interfere no transporte axonal e liberagdo de vesiculas (Trushina et al., 2004).
Observamos uma reducgao significativa no numero de vesiculas na zona ativa em
camundongos BACHD tratados com veiculo, e esta redugao foi parcialmente revertida
pelo tratamento com CDPPB. A reducao na liberagao de vesiculas sinapticas pode ter
consequéncias fisiologicas importantes e pode explicar a redug¢ao nos niveis de BDNF
no estriado, uma vez que esta redugao pode ser devido tanto a uma redugao nos
niveis de mMRNA de BDNF, bem como pela diminui¢do do transporte de vesiculas de
BDNF que ocorre na DH (Gauthier et al., 2004). O prejuizo no transporte de vesiculas
impacta diretamente a liberagdo de neurotransmissores.

Testes in vivo em animais e ensaios clinicos em humanos indicam que os MAPs
do mGIluR5 podem ser uma alternativa terapéutica para o tratamento da esquizofrenia,
apresentando baixa toxicidade e boa tolerancia pelos pacientes (Gray et al., 2008;
Spear et al., 2011). A neuroprotegdo mediada pelos CDPPB via mGIuRS decorre da
ativacao de ERK1/2 e AKT, aumento da expressdo de BDNF, e redugao na formacéao
de agregados de HTT. O CDPPB apresenta baixa toxicidade e é eficaz em proteger
os neurdnios do insulto de glutamato. Os experimentos comportamentais indicam que
os camundongos BACHD apresentam um desempenho motor e de memoaria inferior
aos WT e que o tratamento cronico com CDPPB melhorou o déficit de memoria
relacionado a DH, bem como melhorou a performance motora avaliada pelo rotarod.
Assim, o CDPPB apresenta-se como uma ferramenta farmacoldgica potencial para

tratar doengas neurodegenerativas, especialmente a DH.
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6. Capitulo 02

O modulador alostérico positivo do mGluR5, VU0409551, melhora a
plasticidade sinaptica e a meméria de um camundongo modelo da DH, o

BACHD

6.1 Objetivos especificos do capitulo 02

e Investigar o efeito do tratamento sub-crénico com VU0409551 sobre a memoria
dos camundongos BACHD e WT;

e Investigar se o0 VU0409551 altera a localizagdo subcelular do mGIluRS;

e Analisar a ativagdo neuronal através dos niveis de c-Fos em camundongos WT
e BACHD, tratado com veiculo ou VU0409551;

e Investigar a ativagao de vias de sinalizagao envolvidas na plasticidade sinaptica
(ARG3.1/ARC e BDNF) pelo tratamento com o VU0409551 nos cérebros de
camundongos BACHD e WT,;

e Avaliar a toxicidade do VU0409551 in vitro;

e Avaliar se o tratamento com VU0409551 altera os niveis de marcadores pré- e
pos-sinaptico;

e Avaliar se camundongos BACHD apresentam alteragdes na morfologia e
densidade de espinhas dendriticas

e Investigar se o tratamento com VU0409551 altera a morfologia e a densidade

de espinhas dendriticas de camundongos WT e BACHD;
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6.2 Resultados

6.2.1 O tratamento com o VU0409551 melhora o déficit de memoria apresentado

por camundongos BACHD.

Os camundongos BACHD exibem varios dos sinais tipicos de pacientes com DH,
bem como alteragbes moleculares e celulares que ocorrem na doenga (Gray et al.,
2008). Camundongos BACHD apresentam déficit de memoaria a partir de 30 semanas
de idade (Walker e Walker, 2007; Doria et al., 2013). Interessantemente, a diminui¢ao
do numero de neurbnios em camundongos BACHD sé pode ser observada a partir
de 52 semanas de idade (Gray et al., 2008), indicando que os déficits de memoaria
podem ndo estar relacionados apenas a perda neuronal, mas a alteragdes da
plasticidade sinaptica. Com o objetivo de avaliar o efeito do VU0409551 sobre o déficit
de memoéria apresentado por camundongos BACHD, todos os testes
comportamentais foram realizados com camundongos WT e BACHD entre 8 e 10
meses de idade. Os camundongos foram tratados com 3 mg/kg de VU0409551 ou
veiculo (20% de B-ciclodextrina) através de injecdes intraperitoneais diarias ao longo
de 8 dias.

Para avaliar o efeito do tratamento sub-crénico com VU0409551 sobre a memoria
dos camundongos BACHD, realizamos o teste de reconhecimento de objeto em nova
localizagdo. Aos oito meses de idade, diferentemente dos animais WT [WT-veiculo:
te)=3.44; P=0.01; WT-VU0409551: t7)=2.97; P=0.02], camundongos BACHD tratados
com veiculo falharam em distinguir entre o objeto posto em nova localizagao e o objeto
em localizacdo conhecida, confirmando o déficit de memoria apresentado por esse

modelo animal [t7)=0.03; P=0.97] (FIG. 19A). Por outro lado, o tratamento com
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VU0409551 promoveu uma melhora significativa da memoria dos camundongos
BACHD, os quais passaram a apresentar um desempenho semelhante aos
camundongos WT [tg)=4.46; P=0.002] (FIG. 19A).

O medo é um mecanismo de defesa inato desencadeado por um estimulo aversivo
(Phillips e LeDoux, 1992). A memoria aversiva pode ser avaliada através do teste de
medo condicionado. Neste teste, o estimulo inicial neutro ndo aversivo, que pode ser
luz ou som, ganha propriedades emocionais apds ser pareado a um estimulo nocivo,
como por exemplo um choque nas patas, gerando uma resposta condicionada (CS).
Uma vez que esta associagao € aprendida, a ocorréncia do estimulo neutro inicia uma
resposta comportamental, autonémica e enddcrina que ajuda o organismo a lidar com
a situacao aversiva (Rodrigues et al., 2004; Haettig et al., 2011). A expressao desta
resposta, em forma de freezing (auséncia total de movimento, exceto os respiratérios)
serve como uma medida da memoria criada durante a experiéncia de aprendizagem
(Haettig et al., 2011). Na fase de teste, os camundongos WT tratados com veiculo
permaneceram em freezing por mais tempo durante o estimulo condicionante de som
(CS+) do que na auséncia de som (CS-) [WT-veiculo: tss=3.45; P=0.004; WT-
VUO0409551: t58=2.69; P=0.04]. Por outro lado, os camundongos BACHD tratados
com veiculo ndo apresentaram diferenca no tempo em freezing na presenca ou
auséncia de som, indicando que esses camundongos apresentam déficit de memoria
[t58)=0.95; P=0.82] (FIG. 19B). Interessantemente, o tratamento com VU0409551
levou os camundongos BACHD e WT a permaneceram em freezing por mais tempo
durante o CS+ comparado ao CS- [t;s8=3.75; P=0.002]. Assim, o tratamento de
camundongos BACHD com VU0409551 promoveu uma melhora do déficit de
memoria, uma vez que apresentaram uma associagdo correta entre som e choque.

Uma vez que o tratamento com VU0409551 foi realizado por apenas 8 dias e que esse
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tempo néo seria suficiente para evitar a perda neuronal, nossos resultados sugerem
que a capacidade do VU0409551 em melhorar a memdéria n&o esteja necessariamente
relacionada ao seu efeito neuroprotetor, mas sim a alteragdes da plasticidade
sinaptica. Portanto, o VU0409551 apresenta um o6timo potencial para melhorar a

memoria desse modelo de camundongo transgénico da DH.
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Figura 19: Efeitos do tratamento com VU0409551 na meméria. A. Os graficos
mostram a porcentagem de tempo de exploragdo do objeto em nova localizagdo, em
relagdo ao tempo explorando os dois objetos pelos camundongos. Os dados
representam + SEM, expresso como como uma porcentagem de tempo explorando
ambos os objetos. * indica diferengas significativas da exploragdo em relagdo ao
acaso (50%) (p<0.05). B. Grafico mostra a resposta de freezing dos camundongos
WT e BACHD na presencga ou auséncia do estimulo condicional (CS+ e CS-). Média
+ SEM de tempo em freezing durante CS+ e CS- * Indica diferencga significativa entre
o estimulo CS+ e CS- (p<0,05). ns indica que ndo ha diferenca entre CS+ e CS- (n=7-
9).
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Para avaliar se a falha dos camundongos BACHD em explorar o objeto
colocado na nova localizagéo seria resultado de uma hipolocomocgao por parte desses
animais, a atividade locomotora espontanea dos camundongos WT e BACHD tratados
com 3 mg/kg de VU0409551 ou veiculo foram avaliados através do aparato de campo
aberto. Ao longo do experimento, os animais puderam explorar livremente a arena por
60 min. Ndo encontramos diferenga significativa na distancia total percorrida entre
qualquer grupo testado [Genotipo: F(120=0.46, P=0.83; Tratamento: F129=0.26,
P=0.62; Interacdo: F(120=0.66, P=0.42] (FIG 20. A e B). O tempo total no centro do
aparato € uma medida de comportamento que pode ser relacionada a um efeito
ansiolitico, uma vez que os roedores tém uma tendéncia a passar mais tempo
proximos as paredes do aparato do que no centro da arena, um ambiente
desprotegido (Bailey e Crawley, 2009). Nado encontramos diferengas na distancia
percorrida no centro entre os grupos experimentais testados [Gendtipo: F(120=0.11,
P=0.74; Tratamento: F(120=0.43, P=0.52; Interag&o: F(129=0.30, P=0.59] (FIG. 20 C
e D). Em conjunto, esses dados sugerem que o tratamento com VU0409551 n&o
promoveu mudancas na atividade locomotora ou comportamento relacionado a

ansiedade.
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Figura 20: Efeitos do tratamento com VU0409551 sobre a locomogao. Os graficos
mostram a distancia percorrida a cada 5 min (A), bem como a distancia total percorrida
no campo aberto ao longo de 60 minutos (B). Os graficos mostram ainda a distancia
a cada 5 min (C), bem como a distancia total percorrida no centro do aparato ao longo

de 60 minutos (D). Os dados representam a média £+ SEM (n = 7-9).

6.2.2 O VU0409551 aumenta a expressao de mGIluR5 na membrana neuronal.

A acdo farmacologica do VU0409551 esta relacionada a sua capacidade de
modular o mGIluR5, possivelmente através da ativagao das vias ERK1/2/CREB/BDNF,
independente dos receptores NMDA (Rook et al., 2015). Para investigar se o

tratamento com VU0409551 altera a expressao subcelular do mGIluRS5, as proteinas
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da membrana plasmatica das fatias da formacdo hipocampal e do estriado de
camundongos WT e BACHD tratados com veiculo ou VU0409551 foram biotiniladas.
A analise estatistica indicou que o tratamento com VU0409551 teve um efeito
significativo na expressdo de mGIuRS nas fatias da formagao hipocampal [Gendtipo:
F1,12=1.09, P=0.32; Tratamento: F(1,12)=6.68, P=0.02; Interag&o: F(1,12=2.81, P=0.11]
e no estriado [Genotipo: F(1,12=0.02, P=0.89; Tratamento: F(1,12=12.80,
P=0.004; Interacao: F(1,12y=0.02, P=0.89] (FIG. 21A e B). Entretanto, o tratamento com
VU0409551 aumentou a expressao do mGIuR5 na membrana plasmatica das fatias
obtidas de camundongos BACHD, tanto na formag¢ao hipocampal (FIG. 21A) quanto
no estriado (FIG. 21B). Além disso, ndo foram observadas alteragdes nos niveis do
mMGIuR5 no lizado celular total obtido a partir de fatias da formacgao hipocampal
[Genotipo:  F(120=0.16, P=0.69; tratamento: F(120=0.01, P=0.91; Interacgo:
F(1,20=0.01, P=0.92] (FIG. 21C) ou do estriado [Gendtipo: F120=0.65,
P=0.43; Tratamento: F(120=0.30 P=0.59; Interag&o: F(120=0.42, P=0.52] (FIG. 21D)
de camundongos BACHD, quando comparado a camundongos WT. Assim,
diferentemente do que seria esperado para um agonista classico, o VU0409551
parece alterar a localizagdo subcelular do mGIuR5, favorecendo a expressao do

receptor na membrana plasmatica.

83



Vehicle Vu0409551 Vehicle \Vu0409551

WT OBCHD WT BACD B WTOBCD WT B
m:"l:k.’: =132 KkDa ms;:RS W e e RS e= 132 kDa

nowes ‘ h . - 132kDa mOURS iy e = 132KDa

B-actin ———— e 45 ¥} - o,

B-actin

[ Veiculo

Il VU0409551 —

s B VU0409551
3000
& L

1 Veiculo
I VU0409551

% expressao na
membrana plasatica (n° de pixel)
g
% expressdo na
membrana plasatica (n° de pixel)
g

@
O

g

[ Veiculo
I VU0409551

g

Expressao total da
proteina (n° de pixel)
2.
Expresséo total da
proteina (n° de pixel)
e & g

Figura 21: Efeito do tratamento com VU0409551 sobre a expressdao de mGIuR5
total e na membrana plasmatica. Sdo0 mostradas figuras representativas de
imunoblots do mGIuR5 expresso na membrana plasmatica (blot superior), mGIuRS
expresso no lizado total (blot no meio) e B-actina (blot inferior) em fatias da formagao
hipocampal (A) e do estriado (B) de camundongos WT e BACHD, tratados com
veiculo ou VU0409551. Os graficos mostram a quantificagdo da expressdo do mGIuR5
na membrana plasmatica em fatias da formag¢ao hipocampal (A) e do estriado (B) de
camundongos WT e BACHD, tratados com veiculo ou VU0409551. Os graficos
mostram a expressao celular total de mGIuR5 na formagao hipocampal (C) e no
estriado (D) de camundongos WT e BACHD, tratados com veiculo ou VU0409551.
Os dados representam a média £+ SEM. * Indicam diferencas significativas em

comparagao com BACHD tratado com veiculo (p <0,05) (n = 4).
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6.2.3 O tratamento com VU0409551 aumenta os niveis de c-Fos no hipocampo

O aumento da expressdo de mGIluR5 na membrana neuronal pode levar ao
aumento da ativacdo das vias de sinalizacdo dependentes desse receptor. Ja foi
demonstrado anteriormente que o VU0409551 é capaz de promover um aumento da
ativacdo de ERK1/2 (Rook et al., 2015). A ERK1/2 é capaz de promover um aumento
da expressao de c-Fos via elemento responsivo a AMPc (CREB). O c-Fos é produto
do gene de expresséo imediata e € amplamente utilizado como marcador de ativagao
neuronal (Morgan et al., 1987; Hasson et al., 2009). Uma vez que a ativagdo neuronal
€ um fator importante para a plasticidade sinaptica, nés medimos os niveis de c-Fos
nos camundongos WT e BACHD tratados com veiculo ou VU0409551 através de
experimentos de western-blot. No geral, o tratamento com VU0409551 teve um efeito
significativo na expressdo da proteina C-Fos na formagédo hipocampal [Gendtipo:
F@1,18=1.10, P=0.31; Tratamento: F(118=11.40, P=0.003; Interacdo: F 18=1.34,
P=0.25 (FIG. 22A). Entretanto, ndo houve diferenga nos niveis de c-Fos entre os
grupos experimentais quando se analisou a expressao de c-Fos no estriado [Gendtipo:
F1,18=0.21, P=0.65; Tratamento: F1,18=0.14, P=0.71; Interag&o: F(1,18=0.51, P=0.48]
(FIG. 22B). Assim, o tratamento com VU0409551 promoveu um aumento dos niveis
de c-Fos na formagéo hipocampal dos camundongos BACHD, o que é um indicativo

de aumento da atividade neuronal nessa regido cerebral.
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Figura 22: Niveis de c-Fos apds o tratamento com VU0409551. S&0 mostradas
imagens representativas de imunoblots para o c-Fos na formag&o hipocampal (A) e
no estriado (B) de camundongos WT e BACHD, tratados com veiculo ou VU0409551.
Os graficos mostram a quantificagdo da expresséo de C-Fos na formagéo hipocampal
(A) e no estriado (B) de camundongos WT e BACHD, tratados com veiculo ou
VU0409551. Os dados representam a média + SEM. * Indicam diferencas

significativas (p <0,05) (n = 5-6).

6.2.4 O tratamento com VU0409551 aumenta os niveis de mRNA de BDNF

A via ERK1/2/CREB, além de promover um aumento da expressao de c-Fos,
também pode levar a uma maior expressao de BDNF. O BDNF desempenha um papel
critico na neuroprotecdo e na memoria ao estimular a formacgao da fase tardia do LTP
em sinapses glutamatérgicas em varias regides cerebrais (Tyler e Pozzo-Miller, 2003).
Para quantificar a expressdo de BDNF, utilizamos a técnica de gqPCR. O tratamento
com VUO0409551 teve um efeito significativo nos niveis de mRNA de BDNF na
formag&do hipocampal [Genotipo: F(120=3.72, P<0.07; Tratamento: F20=14.88,

P=0.001; Interag&o: F(1,20=0.23, P=0.63] (FIG. 23A), mas n&o no estriado [Gendtipo:
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F1,16=0.43, P=0.52; Tratamento: F(1,16y=0.01, P=0.91; Interacdo: F(1,16=0.17, P=0.69]

(FIG. 23B).
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Figura 23: Efeito do VU0409551 sobre niveis de mRNA de BDNF. Os graficos
mostram os niveis de expressao de BDNF, determinados por RT-gPCR, na formacéao
hipocampal (A) e estriado (B) de camundongos WT e BACHD tratados com
VU0409551 ou veiculo. A reacdo de qPCR foi realizada em triplicata e normalizada
pelos niveis de expressao de actina. Os dados representam a média £ SEM. * Indicam

diferencas significativas (p <0,05) (n = 6).

6.2.5 O VU0409551 protege os neurbnios estriatais da morte induzida por

glutamato in vitro

Uma vez que o tratamento com VU0409551 levou a um aumento da expressao
de BDNF, o qual € um fator neuroprotetor importante, decidimos investigar se o
VU0409551 seria capaz de promover neuroprotecdo. Para avaliar o potencial
neuroprotetor do VU0409551 frente ao estimulo por glutamato, bem como investigar
sua toxicidade, realizamos uma curva concentracdo-resposta onde neurdnios

estriatais em cultura primaria que foram obtidos a partir de embrides E15 de
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camundongos C57 foram tratados com VU0409551 na presenga ou na auséncia do
insulto de glutamato. O VU0409551 foi capaz de proteger neurdnios estriatais do
insulto de glutamato (50 uM) em concentragdes de 1, 10, 100 10.000 nM [F(4,15=7.43,
P=0.002] (FIG. 24). Além disso, o VU0409551 ndo apresentou potencial toxico uma
vez que, na concentragdo maxima testada (10.000 nM), n&o levou a morte neuronal

acima dos niveis basais [F,16)=2.12, P=0.13].
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Figura 24: Curva concentragao-resposta do VU0409551 em neurdnios estriatais.
Imagens de neurénios estriatais marcados com Calceina-AM (células vivas, verdes)
(A, C e E) e homodimero de etideo (células mortas, vermelhas) (B, D e F). Morte
neuronal basal (A e B). Morte neuronal induzida por insulto de glutamato 50 uM por

20 horas (C e D). Morte neuronal induzida por insulto de glutamato 50 uM na presenca
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de 1.0 nM de VU0409551 (E e F). G. Grafico mostra a porcentagem de morte neuronal
sob o estimulo de VU0409551 nas concentragdes de 1, 5, 10, 50, 100 e 10.000 nM na
presencga ou auséncia de 50 uM de glutamato por 20 horas. Os dados representam a
meédia de quatro experimentos independentes. * indicam diferengas significativas em

comparagao ao grupo tratado com glutamato na auséncia de VU0409551 (p < 0,05).

6.2.6 O tratamento com VU0409551 aumenta os niveis de mRNA de Arg3.1/ARC

O aumento da expresséo da proteina regulada por atividade e associada ao
citoesqueleto (Arg3.1/ARC) representa uma resposta rapida as experiéncias de
aprendizagem, indugdo de LTP ou estimulo por BDNF, e tem sido bastante
relacionada a plasticidade sinaptica (Lyford et al., 1995; Steward e Worley, 2001;
Chowdhury et al., 2006). Além disso, a Arg3.1/ARC, assim como o BDNF, é um dos
alvos de CREB (Wang e Zhuo, 2012). Utilizamos a técnica de gPCR para medir os
niveis Arg3.1/ARC e as analises mostraram O genotipo, assim como o tratamento com
VU0409551, teve um efeito significativo na expressdo de Arg3.1/ARC na formacéo
hipocampal  [Genotipo:  F120=4.62, P=0.04; Tratamento:  F(120=13.78,
P=0.001; Interagdo: F(120=4.62, P=0.04] (FIG. 25A). A analise do estriado néo
indicou diferencas entre os grupos estriado [Genotipo:  F(120=0.01,
P=0.94; Tratamento: F(120=0.01, P=0.94; Interagnao: F(20=0.06, P=0.81] (FIG.
25B). Esse aumento observado nos niveis do mRNA de BDNF e Arg3.1/ARC em
camundongos BACHD pode ser um dos fatores contribuindo para a melhora no
desempenho de memoria observado em camundongos BACHD tratados com

VU0409551.
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Arg3.1/ARC. Os graficos mostram os niveis de mRNA de Arg3.1/ARC na formacéao
hipocampal (A) e estriado (B) de camundongos WT e BACHD tratados com
VU0409551 ou veiculo, determinados por RT-PCR quantitativo. A reacéo de qPCR foi
realizada em triplicada e normalizada para os niveis de mRNA de actina. Os dados

representam a média £+ SEM. * Indicam diferencas significativas (p <0,05) (n = 6).

6.2.7 O tratamento com VU0409551 aumenta os niveis de mRNA de sintaxina 1A

e PSD-95

A sintaxina 1A e a PSD-95 estdo envolvidas no crescimento, ampliacdo e
plasticidade de sinapses, reforcando a transmissédo sinaptica (Sala et al., 2001;
lasevoli et al., 2013). A sintaxina 1A é um dos alvos de CREB e tem um papel
fundamental na exocitose de vesiculas sinapticas, sendo largamente utilizada como
um marcador de terminais pré-sinapticos (Li et al., 2004). Dessa forma, realizamos
experimentos de gPCR para analisar os niveis de mRNA da sintaxina 1A. A analise

estatistica indicou que o tratamento com VU0409551 teve um efeito significativo nos
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niveis de mMRNA de sintaxina 1A na formacgdo hipocampal [Gendtipo: F(120=0.44,
P=0.51; Tratamento: F(120=9.32, P=0.006; Interagédo: F(120=2.85, P=0.11] (FIG.
26A) e estriado [Genotipo: F(120=0.28, P=0.07; Tratamento: F120=9.09,
P=0.007; Interagdo: F(120=1.54, P=0.23] (FIG. 26B) de camundongos WT e BACHD.
A analise Post-hoc indicou que o tratamento com VU0409551 promoveu um aumento
nos niveis de mRNA de sintaxina 1A somente em camundongos BACHD, tanto na
formagao hipocampal (FIG. 26A) quanto no estriado (FIG. 26B).

A PSD-95 é largamente utilizada como marcador do numero de terminais pos-
sinapticos (El-Husseini et al., 2000) e interage com diversas proteinas na densidade
pos-sinaptica, inclusive a HTT (Li e Li, 2004). Uma vez que observamos um aumento
da expressao da sintaxina 1A em funcao do tratamento com VU0409551, decidimos
analisar a expressao da PSD95. No geral, o gen6tipo do camundongo e o tratamento
tiveram um efeito significativo nos niveis de mRNA de PSD-95 na formacao
hipocampal [Genotipo:  F(1,20=5.86, P=0.03; Tratamento:  F120)=17.57,
P=0.0004; Interagdo: F(120=4.66, P=0.04] (FIG. 26C) e no estriado [Genotipo:
F(1,20=3.47, P=0.08; Tratamento: F(120=5.94, P=0.02; Interagdo: F(1,20=0.52, P=0.48]
(FIG. 26D) de camundongos WT e BACHD tratado com veiculo. Entretanto, o
tratamento com VU0409551 aumentou a expressao de PSD-95 em animais BACHD,
tanto na formacao hipocampal (FIG. 26C) como no estriado (FIG. 26C). Assim, esses
dados sugerem que o tratamento com VU0409551 promove um aumento da
expressao de marcadores pré- e pos-sinapticos, indicando que esse MAP do mGIuR5

possa promover alteragdes da morfologia e atividade sinapticas.
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Figura 26: Efeito do tratamento com VU0409551 sobre os niveis de mRNA de
Sintaxina 1A e PSD-95. Graficos mostram os niveis de mRNA da sintaxina 1A na
formagao hipocampal (A) e estriado (B) de camundongos WT e BACHD tratados com
veiculo ou VU0404551, determinados por RT-PCR quantitativo. Os graficos mostram
os niveis de mRNA de PSD-95 na formagéo hipocampal (C) e no estriado (D) de
camundongos WT e BACHD tratados com VU0409551 ou veiculo, determinados por
RT-PCR quantitativo. A reagdo de qPCR foi realizada em triplicada e normalizada
pelos niveis de mMRNA de actina. Os dados representam a média + SEM. * Indicam

diferencas significativas (p <0,05) (n = 6).
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6.2.8 Alteragc6es na morfologia e numero das espinhas dendriticas

A maioria das sinapses excitatorias no cérebro de mamiferos envolvem
espinhas dendriticas, as quais representam o principal compartimento pds-sinaptico
de entrada excitatoria no neurdnio (Nimchinsky et al., 2002). A morfologia das
espinhas dendriticas € muito diversa (FIG. 27) e as alteragbes em sua densidade, bem
como em sua morfologia, refletem mudangas na forga da transmissao sinaptica
(Nimchinsky et al., 2002). Nossos dados demonstraram um aumento na expressao de
mMGIuR5 na membrana plasmatica, bem como aumento nos niveis de mRNA de PSD-
95. Uma vez que a superexpressdo de PSD-95 promove um aumento na densidade
das espinhas (El-Husseini et al., 2000), utilizamos a impregnacéo de Golgi-Cox para
analisar as alteragcbes no numero e formas das espinhas dendriticas nos

camundongos WT e BACHD.

A

Length Length Length Length:Width Width 2 or more
>2 um <2 pm <1 pm Ratio <1 >0.6 uym heads

Figura 27: Imagem de um terminal dendritico obtido pelo microscépio Confocal

Nikon C2. A imagem mostra um terminal dendritico terciario medindo 20 um em um
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neurénio hipocampal (A). As setas coloridas apontam as diferentes formas de
espinhas dendriticas. B. Desenho esquematico das espinhas mostradas em:
Vermelho: Longo-fino; Laranja: filopodio; Amarelo: fino; Azul: Cogumelo; Verde:
Stubby; Roxo: ramificado.

Fonte da figura B: MATSUZAKI, M. et al. Dendritic spine geometry is critical for AMPA
receptor expression in hippocampal CA1 pyramidal neurons. Nature neuroscience,

v.4,n. 11, p. 1086-92, 2001.

A analise estatistica indicou que ambos gendtipo e tratamento possuem um
efeito significativo no numero de espinhas dendriticas [Genotipo: F1.47)=17.05,
P=0.0001; Tratamento: F(147=7.49, P=0.009; Interag&o: F(147=0.02, P=0.89] (FIG.
28B). Os resultados destas analises mostraram que os animais BACHD tém um
numero significativamente menor de espinhas dendriticas quando comparado a
camundongos WT (FIG. 28A). Entretanto, o numero de espinhas dendriticas nao foi
diferente comparando camundongos WT e BACHD tratados com VU0409551 (FIG.
28A). Analisamos ainda a morfologia de cada tipo de espinhas dendriticas (FIG. 28B).
Essa analise indicou que o tratamento com VU0409551 teve um efeito significativo
sob o numero de espinhas do tipo cogumelo, uma forma madura de espinhas
dendriticas [Gendtipo: F(147=0.15, P=0.70; Tratamento: F(147=15.52, P=0,0003;
Interag&o: F(147=0.04, P=0,85] (FIG. 28C). Interessantemente, o tratamento com
VU0409551 aumentou significativamente o numero dessas espinhas tanto em
camundongos WT como em camundongos BACHD (FIG. 28C). Quanto ao formato
ramificado, o qual é o ultimo estagio de maturagcéo das espinhas, a analise estatistica
indicou diferenca significativa no numero de espinhas ramificadas entre os

camundongos BACHD e WT [Gendtipo: Fp147=6.16, P=0.02; Tratamento:
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F147=13.64, P=0.0006; Interag&o: F(147=0.82, P=0.37] (FIG. 28D). A analise Post-
hoc indicou que o tratamento com VU0409551 promoveu um aumento desse tipo de
espinha em camundongos WT (FIG. 28D). Em conjunto, esses dados sugerem que o
tratamento com VU049551 leva a um aumento do numero e do grau de maturacéo de

espinhas dendriticas.
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Figura 28: Efeito do tratamento com VU0409551 sobre a densidade e morfologia
das espinhas dendriticas presentes na formacao hipocampal. Os graficos
mostram o numero total de espinhas (A) e a contribui¢do de cada tipo de espinha em
20 um de dendrito (B). Os graficos mostram o numero total de espinhas maduras
apresentando formato cogumelo (C) e ramificada (D). Os dados representam a média

+ SEM. * Indicam diferengas significativas (p <0,05) (n = 12-15).
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6.3 Discussao do capitulo 02

O comprometimento da memdédria € um achado comum em uma série de
doengas neurodegenerativas, tais como DA, DH, esquizofrenia, etc. Os camundongos
BACHD recapitulam muitos dos aspectos da neuropatologia e sinais da DH presentes
em humanos, incluindo formagédo de agregados de HTT, morte neuronal, déficits
cognitivos e motores (Gray et al., 2008). Corroborando os dados da literatura, no
capitulo | nés demonstramos que a formacdo de agregados de HTT e a morte
neuronal em camundongos BACHD so6 ocorre aos 12 meses de idade (Gray et al.,
2008). Além disso, em um trabalho anterior do nosso grupo nés demonstramos que o
tratamento de camundongos BACHD com CDPPB por apenas 7 dias foi suficiente
para promover uma melhora da memoria desses camundongos (Doria 2013). Uma
vez que o comprometimento da memoria precede a morte neuronal e que o tratamento
com CDPPB por apenas 7 dias melhorou a memdéria de camundongos BACHD,
hipotetizamos que os MAPs do mGIuR5 promovam uma melhora de memdria por
ativar mecanismos de plasticidade sinaptica que sdo independentes de seu efeito
neuroprotetor. Corroborando essa hipotese, os dados apresentados no capitulo |
demonstram que os camundongos BACHD apresentam uma redu¢do do numero de
vesiculas sinapticas na zona ativa e que o tratamento crénico com o CDPPB por 18
semanas promoveu um aumento no numero de vesiculas na zona ativa. No capitulo
2, demonstramos que a ativacdo do mGIluR5 com VU0409551 leva a ativacao de vias
de sinalizagao importantes para a plasticidade sinaptica, bem como a um aumento da

expressdo de genes essenciais a consolidacdo de memorias. Além disso, nossos
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dados indicam ainda que o tratamento com o VU0409551 promove um aumento do
numero e do nivel de maturacéo de espinhas dendriticas.

Em condicdes fisiologicas, apds a ativagdo por seus agonistas, os receptores
de superficie celular sdo geralmente endocitados, em um mecanismo necessario para
a dessensibilizag&o, evitando a superestimulacao cronica de receptores (Trivedi e
Bhattacharyya, 2012). Nossos dados demonstraram que o VU0409551 estabiliza o
mGIuR5 na membrana plasmatica de células neurais do estriado e formacao
hipocampal de camundongos BACHD, possivelmente através de um mecanismo que
reduz a endocitose. O aumento de mGIuR5 na superficie neuronal pode facilitar a
ativacao de vias celulares dependentes desse receptor. Por exemplo, a estimulacéo
do mGIuRS modula a ativacdo de ERK1/2, CamK, adenilato ciclase, PKC,
influenciando na expressdo de genes por meio da ativagdo de CREB e do
recrutamento de co-ativadores especificos (Wisniewski e Car, 2002). As vias de CREB
tém sido bastante estudadas na DH, uma vez que sua atividade pode ser regulada
pela HTT, a qual pode influenciar na transcricdo de genes por meio de sua ligagao a
fatores de transcri¢do, influenciando a sintese de proteinas (Li e Li, 2004). As vias de
CREB estao diretamente relacionadas a formacéo de LTP, consolidacido da memoria
e plasticidade sinaptica. Interessantemente, a reducdo da expressao dos alvos de
CREB estdo associados ao déficit de memdria observados em um camundongo
modelo da DH, o DhdQ"®""" (Giralt et al., 2012)

Nossos resultados demonstram que o tratamento com VU0409551 foi capaz de
aumentar os niveis de mRNA de c-Fos, um alvo de CREB, indicando um aumento da
atividade neuronal. Outro alvo de CREB, a Arg3.1/ARC, tem sido amplamente
relacionado a plasticidade sinaptica e seu mRNA é rapidamente aumentado apds

experiéncias de aprendizado ou indugdo de LTP por BDNF (Giralt et al., 2012).
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Corroborando os dados da literatura, observamos um aumento tanto nos niveis de
MRNA de BDNF quanto de Arg.31/ARC na formag&o hipocampal dos camundongos
tratados com VU0409551. Em nosso estudo observamos ainda um aumento da
expressdo da sintaxina 1A, um outro alvo de CREB. A sintaxina 1A faz parte do
complexo SNARE, o qual é formado por um conjunto de proteinas que medeiam a
fusdo e exocitose no terminal pré-sinaptico. Além disso, e sua expressao também é
mediada via receptores TrK e NMDA (Guo et al., 2010). Nossos dados demonstraram
que o tratamento com VU05409551 aumenta os niveis de mRNA de sintaxina 1A
especificamente em BACHD, e este resultado também foi encontrado com relagéo a
PSD-95, um marcador da regido pds-sinaptica.

Como foi visto, o tratamento com VU0409551 promoveu o aumento da
expresséao de varios genes, incluindo BDNF, c-Fos, Arg3.1/ARC, sintaxina 1A e PSD-
95, os quais sdo essenciais para o aumento da densidade e maturagao das espinhas
dendriticas. Além disso, os niveis de mRNA de Arg3.1/ARC, sintaxina 1A e PSD-95
foram aumentados apenas em BACHD tratados com VU0409551. Hipotetizamos que
este aumento especifico em BACHD ocorra pelo aumento da expressdo de mGIuR5
na superficie neuronal devido a reducao da endocitose deste receptor, o que resultaria
em um aumento da sua sinalizagdo. A endocitose do mGIuRS pode ser regulada pela
proteina calmodulina (CaM), uma vez que ja foi demonstrado que a ligagdo da CaM
ao mGIuRS estabiliza o receptor na membrana celular (Lee et al., 2008).
Interessantemente, além de se ligar ao mGIluR5, a CaM também interage diretamente
com a HTT selvagem e mutante, ligando-se com maior afinidade a HTT mutante (Bao
et al., 1996). Além disso, calmodulina é ativada por Ca?*, e a mobilizagdo de Ca** via
mGIuRS aumenta a ligagado da CaM a este receptor (Ko et al., 2012). Foi demostrado

que o VU0409551 potencializa a mobilizagdo de Ca** via mGIuR5 na presenca de
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glutamato, e esta mobilizagdo € independente de NMDA (Rook et al., 2015). Assim,
sugerimos que o Ca”* mobilizado aumenta a atividade de CaM, e que sua ligacéo ao
mMGIuR5 pode estar aumentada devido a presenga da HTT mutada, resultando no
aumento da expressao de mGIuR5 na superficie neuronal e, consequentemente, no
aumento da ativacdo de vias de sinalizagao celular que promovem o aumento da
expressao de varios genes importantes para a plasticidade sinaptica.

Sabe-se que no SNC, mais de 90% das sinapses axo-dendriticas s&o
excitatérias e ocorrem em espinhas dendriticas (Kater e Harris, 1994). Ao longo do
desenvolvimento, as espinhas dendriticas sofrem alteragdes em sua morfologia em
um mecanismo diretamente relacionado a sua fung¢do. Por exemplo, as formas
imaturas das espinhas (filopodia, finas, longas) sao altamente moveis e podem iniciar
o contato sinaptico (Ziv e Smith, 1996). As formas maduras (stubby, cogumelo e
ramificado) sdo mais estaveis e contém uma abundéncia de receptores que mantém
os altos niveis de atividade sinaptica (Risher et al., 2014). Nossas analises mostraram
que os camundongos BACHD possuem menos espinhas dendriticas que os
camundongos WT e que o tratamento com VU0409551 reverteu esta perda. A redugcao
na densidade de espinhas dendriticas ja foi reportada em pacientes com DH
(Graveland et al., 1985) e camundongos BACHD (Simmons et al., 2013). Nossos
dados indicam que o tratamento com VU0409551, além de aumentar o numero de
espinhas do tipo cogumelo em camundongos BACHD e WT, também aumentam o
numero de espinhas ramificadas em WT. Corroborando esses resultados, dados da
literatura demonstram que o tratamento sub-crénico com CDPPB promove o aumento
da densidade e no numero de espinhas formato cogumelo em ratos treinados para se

auto-administrarem alcool (Gass et al., 2014). Juntos, esses dados sugerem que o
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VU0409551 é um farmaco com potencial terapéutico para reverter o comprometimento

da memdria, um achado comum de uma série de doengas neurodegenerativas.
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7. Conclusao

Neste estudo nés demonstramos o potencial dos MAPs do mGIuR5, CDPPB e
VU0409551, como ferramentas terapéuticas para tratar doengas neurodegenerativas,
especialmente a DH. Por meio deste estudo, demonstramos que a modulagédo do
mGIuRS5 leva a ativacado de vias que favorecem neuroprotecéo, prevenindo a morte
neuronal que ocorre na HD. Além disso, os MAPs do mGIuR5 melhoram a memoria
de camundongos BACHD por promoverem o aumento de parédmetros relacionados a

plasticidade sinaptica.
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ANEXOS

CEUA

UFMG

CERTIFICADO
Certificamos que o projeto intitulado "Investigagao do papel do receptor metabotrépico de glutamato tipo 5 (mGIuR5)

na doenga de Huntington", protocolo do CEUA: 234/2016 sob a responsabilidade de Fabiola Mara Ribeiro que

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA

COMISSAOQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

envolve a produgao, manutengao e/ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de

8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho

Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE

ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reuniao de 20/09/2016.

Vigéncia do Projeto

25/09/2016 a 01/09/2020

*Espécie/linhagem

Camundongo transgénico7

N¢ de animais

68

Peso/ldade 309/ 3(meses)
Sexo feminino
Origem The Jackson Laboratory

*Espécie/linhagem

Camundongo Knockout8

N? de animais 34

Peso/ldade 309/ 3(meses)

Sexo masculino

Origem The Jackson Laboratory

*Espécie/linhagem

Camundongo transgénico9

N¢ de animais

85

Peso/ldade 309/ 3(meses)
Sexo feminino
Origem Bioterio F2

*Espécie/linhagem

Camundongo transgénico10

N® de animais

85

Peso/ldade 309/ 3(meses)
Sexo masculino
Origem Bioterio F2

*Espécie/linhagem

Camundongo transgénico11

N? de animais

13

Peso/ldade 309/ 2(meses)
Sexo masculino
Origem Bioterio F2

*Espécie/linhagem

Camundongo transgénico12

N® de animais

12

Peso/ldade

30g/ 2(meses)

Sexo

feminino

1/3
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ABSTRACT

Huntington's disease (HD) is an autosomal-dominant neurodegenerative disorder caused by a polyglutamine
expansion in the amino-terminal region of the huntingtin protein (htt), leading to motor dysfunction, cognitive
decline, psychiatric alterations, and death. The metabotropic glutamate receptor 5 (mGluR5) has been implicated
in HD and we have recently demonstrated that mGIuR5 positive allosteric modulators (PAMs) are neuroprotec-
tive in vitro. In the present study we demonstrate that the mGluR5 PAM, CDPPB, is a potent neuroprotective drug,
in vitro and in vivo, capable of delaying HD-related symptoms. The HD mouse model, BACHD, exhibits many HD
features, including neuronal cell loss, htt aggregates, motor incoordination and memory impairment. However,
chronic treatment of BACHD mice with CDPPB 1.5 mg/kg s.c. for 18 weeks increased the activation of cell signal-
ing pathways important for neuronal survival, including increased AKT and ERK1/2 phosphorylation and
augmented the BDNF mRNA expression. CDPPB chronic treatment was also able to prevent the neuronal cell
loss that takes place in the striatum of BACHD mice and decrease htt aggregate formation. Moreover, CDPPB
chronic treatment was efficient to partially ameliorate motor incoordination and to rescue the memory deficit
exhibited by BACHD mice. Importantly, no toxic effects or stereotypical behavior were observed upon CDPPB
chronic treatment. Thus, CDPPB is a potential drug to treat HD, preventing neuronal cell loss and htt aggregate

formation and delaying HD symptoms.

Introduction

Huntington's disease (HD) is a neurodegenerative disorder caused
by an unstable CAG repeat expansion in the amino-terminal region of
the huntingtin protein (htt) (Group, 1993). Clinical manifestations of
HD usually initiate between 35 and 50 years of age as involuntary
body movement, loss of cognitive function, and psychiatric disturbance,
inevitably leading to death (Li and Li, 2004; Vonsattel and DiFiglia,
1998; Young, 2003). Neuropathological analysis reveals selective and
progressive neuronal loss in the striatum (DiFiglia, 1990; Vonsattel
et al, 1985).

Glutamate-mediated neurotoxicity has been postulated to play an
important role in the pathogenesis of HD (Anborgh et al, 2005;
Calabresi et al., 1999; DiFiglia, 1990; Ribeiro et al., 2010). Stimulation
of metabotropic glutamate receptor 5 (mGIuR5) leads to the formation

* Corresponding author at: Depar de Bioquimica e logia, ICB,
Universidade Federal de Minas Gerais, Ave. Antonio Carlos 6627, Belo Horizonte, MG
31270-901, Brazil.

E-mail address: fmribeiro@icb.ufmg.br (F.M. Ribeiro).
Available online on ScienceDirect (www.sciencedirect.com).

http://dx.doi.org/10.1016/j.nbd.2014.08.021
0969-9961/© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

of inositol 1,4,5-trisphosphate (InsP3) and release of intracellular Ca**+
and mutant htt can enhance this cell signaling pathway, leading to
toxic levels of intracellular Ca>* (Ribeiro et al., 2010; Tang et al., 2005;
Tang et al,, 2003). However, mGluR5 stimulation can also promote
activation of neuroprotective cell signaling pathways, involving ERK1/
2 and AKT (Doria et al., 2013; Ribeiro et al., 2010). We have recently
demonstrated that mGIuR5 positive allosteric modulators (PAMs) can
promote neuronal survival by activating AKT without triggering Ca?™
release (Doria et al,, 2013). Moreover, it has been shown that mGIuR5
PAMs have a positive effect on memory, facilitating neurotransmission
and improving spatial learning (Ayala et al., 2009) and rescuing
pharmacologically induced object recognition memory impairment
(Reichel et al., 2011; Uslaner et al., 2009). In contrast, both mGIluR5
receptor antagonism and genetic deletion have been shown to cause
deleterious effects on learning and memory (Simonyi et al., 2010).
Thus, mGluR5 PAMs are potential drugs to treat HD.

In the present study we demonstrate that the mGIuR5 PAM,
3-Cyano-N-(1,3-diphenyl-1H-pyrazol-5-yl)benzamide (CDPPB), can
ameliorate pathology and phenotypic signs exhibited by a mouse
model of HD, BACHD. We performed a concentration-response curve
using CDPPB and we found that this mGluR5 PAM is a very potent

104



164 J.G. Doria et al. / Neurobiology of Disease 73 (2015) 163-173

neuroprotective drug as it was capable of protecting neurons against
glutamate insult even at low concentrations. We also investigated the
effect of CDPPB chronic administration and we found that BACHD
mice treated with 1.5 mg/kg CDPPB s.c. for 18 weeks exhibited higher
levels of AKT and ERK1/2 activation, as well as enhanced brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) mRNA expression. Moreover, treatment
with CDPPB was capable of reducing the neurodegeneration and htt
aggregate formation that take place in BACHD brain. Electron microscopy
analyses showed that there was a decrease in the number of vesicles at
the pre-synaptic active zone of BACHD mice and that CDPPB chronic
treatment normalized this deficit. Finally, our behavioral tests demon-
strated that CDPPB treatment partially improved motor coordination
and normalized memory deficit in BACHD mice. Thus, our results
indicate that CDPPB chronic treatment has the potential to prevent
the neuronal loss and ameliorate the motor and cognitive symptoms
observed in a HD mouse model.

Materials and methods
Materials

Neurobasal medium, N2 and B27 supplements, GlutaMAX
(50.0 mg/ml penicillin and 50.0 mg/ml streptomycin), Live/Dead
viability assay, TRIzol, Nuclease-Free Water, and Power SYBR® Green
PCR Master Mix were purchased from Life Technologies (Foster City,
CA, USA). Mouse anti-Huntingtin EM48 (Cat# MAB5374, RRID:
AB_177645) and mouse anti-NeuN (Cat# MAB377, RRID: AB_2298772)
monoclonal antibodies were purchased from Millipore (Billerica, MA,
USA). 3-Cyano-N-(1,3-diphenyl-1H-pyrazol-5-yl)benzamide (CDPPB)
was purchased from Tocris Cookson Inc. (Ellisville, MO, USA).
Horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG secondary antibody
(Cat# 170-6515, http://www.bio-rad.com/pt-br/sku/170-6515-goat-
anti-rabbit-igg-h-1-hrp-conjugate) was from BioRad (Hercules, CA,
USA). ECL Western blotting detection reagents were from GE
Healthcare (Buckinghamshire, UK). Anti-phospho AKT (Cat# DB 127,
http://www.dbbiotech.com/products/antibodies/wb/anti-akt1-(pser-
473).html), anti-phospho ERK1/2 (Cat# DB 013, http://www.dbbiotech.
com/products/antibodies/wb/anti-phospho-erk-1,2.html), anti-AKT
(Cat# DB 126, http://www.dbbiotech.com/products/antibodies/wb/
anti-akt1.html) and anti-ERK1/2 (Cat# DB 012, http://www.dbbiotech.
com/products/antibodies/wb/anti-erk-1,2.html) rabbit monospecific
clonal antibodies were from DB Biotech (Kosice, Slovakia). Vectastain
Elite ABC Kit (Mouse IgG) and Vector SG Peroxidase Substrate Kit were
purchased from Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA). All other
biochemical reagents were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis,
MO, USA).

Mouse model

FVB/N] (wild-type, RRID: IMSR_JAX:001800) and FVB/N-Tg(HTT*97Q)
IXwy/°] (BACHD) transgenic mice (RRID: IMSR_JAX:008197, http://
jaxmice jax.org/strain/008197.html) (Gray et al.,, 2008) were purchased
from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). Mice were housed
in an animal care facility at 23 °C on a 12 h light/12 h dark cycle with
food and water provided ad libitum. Animal care was in accordance
with the Universidade Federal de Minas Gerais Ethics Committee on
Animal Experimentation, CETEA.

Neuronal primary culture preparation

Neuronal cultures were prepared from the striatal region of E15
mouse embryo brains. Animal procedures were approved by the Ethics
Committee on Animal Experimentation, CETEA/UFMG. After dissection,
striatal tissue was submitted to trypsin digestion followed by cell disso-
ciation using a fire-polished Pasteur pipette. Cells were plated on poly-L-
ornithine coated dishes in Neurobasal medium supplemented with N2

and B27 supplements, 2.0 mM GlutaMAX, 50.0 pg/ml penicillin, and
50.0 pg/ml streptomycin. Cells were incubated at 37 °C and 5% CO, in
a humidified incubator and cultured for 10 to 12 days in vitro (DIV)
with medium replenishment every 4 days.

Drug administration

CDPPB was dissolved in dimethyl-sulfoxide (DMSO) and was contin-
uously delivered by subcutaneously implanted Alzet® micro-osmotic
pumps (200 pl total volume, model 2006, Charles River Laboratories,
Sulzfeld, Germany). Filling and preparation of micro-osmotic pumps
for implantation were done as suggested by the manufacturer. Pump
rate was 0.15 pl/h and pumping duration was 6 weeks. Either vehicle
(DMSO) or CDPPB 1.5 mg/kg s.c. per day was continuously delivered
to animals during a total of 18 weeks.

EM48 and NeuN immunohistochemistry

Mice were anesthetized with ketamine/xylazine (100/10 mg/kg) i.p.
and transcardially perfused with 4% paraformaldehyde (PFA) in phos-
phate buffered saline (PBS). The brains were then dissected out and
stored in 4% PFA in PBS for 24 h. Prior to sectioning, brains were put
into 30% sucrose in PBS overnight at 4 °C. Brains were coronally sec-
tioned in cryostat and 40 pm slices were stored in cryoprotect solution.
Immunohistochemistry was performed on 40 um free-floating sections
using a peroxidase based immunostaining protocol. In brief, endoge-
nous peroxidase activity was quenched using 0.3% hydrogen peroxide,
washed 2 x 5 min with 1 x PBS, after which the membranes were
permeabilized using 1% Triton X-100 for 10 min. Non-specific binding
was blocked using 1.5% horse serum from Vector Elite Kit for 30 min,
followed by incubation in either mouse anti-htt EM48 (1:100) or
mouse anti-NeuN (1:100) primary antibodies, with 2% normal horse
serum (from Vector Elite Kit) and 3% bovine serum albumin (BSA) in
PBS overnight at 4 °C. Sections were washed in PBS and then incubated
in secondary antibody (biotinylated horse anti-mouse, 1:400, Vector
Elite ABC kit mouse) for 90 min at 4 °C. Finally, sections were incubated
in avidin-biotin enzyme reagent complex (from Vector Elite Kit) for
90 min at 4 °C, according to the manufacturer's instructions. Immuno-
staining was visualized using a chromogen (Vector SG substrate).
Sections were mounted on slides and visualized using an Axio
Imager A2-Carl Zeiss Microscope with a Zeiss 20x lens, representative
710 pum x 532 pm areas of striatum were imaged for analysis. The num-
ber of NeuN and EM48-positive puncta per image was counted using
the cell counter tool from Image] (NIH, USA, RRID:nif-0000-30467).

Immunoblotting

Cortex, striatum and hippocampus were dissected and lysed in
Triton buffer (1% Triton X-100, 0.15 M NacCl, 0.05 M Tris-HCl, pH 7.2)
containing protease inhibitors (1.0 mM AEBSF and 10.0 pg/ml of both
leupeptin and aprotinin). 100.0 pg of total cellular protein for each
sample was subjected to SDS-PAGE, followed by electroblotting onto
nitrocellulose membranes. Membranes were blocked with 5% BSA in
wash buffer (150.0 mM NacCl, 10.0 mM Tris-HCl, pH 7.0, and 0.05%
Tween 20) for 1 h and then incubated with either rabbit anti-phospho
AKT (S473) (1:1000) or rabbit anti-phospho ERK1/2 (Thr202/Thr204)
(1:1000) antibodies in wash buffer containing 3% BSA for 2 h at room
temperature. Membranes were rinsed three times with wash buffer
and then incubated with secondary peroxidase-conjugated anti-rabbit
IgG antibody diluted 1:5000 in wash buffer containing 3% skim
milk for 1 h. Membranes were rinsed three times with wash buffer
and incubated with ECL Western blotting detection reagents. Antibodies
were then stripped and membranes were incubated with either
rabbit anti-AKT (1:1000) or rabbit anti-ERK1/2 (1:1000) antibodies for
2 h and probed with secondary antibody anti-rabbit IgG diluted
1:5000 to determine total AKT and ERK1/2 expression. Non-saturated,
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immunoreactive AKT and ERK1/2 bands were quantified by scanning
densitometry. Immuno-band intensity was calculated using Image]
software and the number of pixels of AKT and ERK1/2 phospho-bands
was divided by the number of pixels of total AKT and ERK1/2 to normal-
ize phosphorylation levels of kinases to total kinase expression.

Quantitative RT-PCR

RNA was isolated using TRIzol® reagent as per the manufacturer's
instructions (Invitrogen, Burlington, ON, USA). RNA was re-suspended
in 20 ul of RNase-free water, and its concentration and quality were
analyzed by NanoDropTM (Thermo Scientific, Wilmington, USA) and
gel electrophoresis, respectively. cDNAs were prepared from 400 ng
of total RNA extracted in a 20 pl final reverse transcription reaction.
Quantitative PCR was performed using the Power SYBR® Green PCR
Master Mix and the StepOnePlus™ Real-Time PCR system. Quantitative
RT-PCR (qPCR) was performed to quantify mRNA levels of the brain-
derived neurotrophic factor — BDNF (NM_001285416.1). Primers were
designed according to Agerman et al. (2003) (forward: 5' ATGAAAGA
AGTAAACGTCCAC 3'; reverse 5" CCAGCAGAAAGAGTAGAGGAG 3').
Samples were prepared in triplicate, and changes in gene expression
were determined with the ACt method using actin for normalization.
RT-qPCRs showed good quality of amplification, and the specificity
and efficiency of primers were tested and confirmed by the serial
dilution method.

Cell death assay

Neurons were incubated for 20 h with either vehicle (Hank's
balanced salt solution: HBSS) or glutamate, in the presence or absence
of CDPPB, as indicated in the figure legend, and cell death was deter-
mined by Live/Dead viability assay, as described previously (Doria
et al, 2013). Briefly, neurons were stained with 2.0 pM calcein
acetoxymethyl ester (AM) and 2.0 pM ethidium homodimer-1 for
15 min and the fractions of live (calcein AM positive) and dead
(ethidium homodimer-1 positive) cells were determined. Neurons
were visualized by fluorescence microscopy EVOS® FLoid® Cell
Imaging Station (Life Technologies, Carlsbad, CA, United States) and
scored by a blinded observer. A minimum of 300 cells were analyzed
per well in triplicate using Image] software. Dead cells were expressed
as a percentage of the total number of cells.

Routine histology and transmission electron microscopy (TEM)

For histological and ultrastructural studies, mice were anesthetized
with ketamine/xylazine (70/10 mg/kg) i.p. and transcardially perfused
with ice-cold PBS for 10 min, followed by ice-cold fixative modified
Karnovsky solution for 10 min. Perfused brains were maintained in
fixative Karnovsky solution overnight at 4 °C. For routine histology,
following fixation, striatal samples were dehydrated in ethanol
ascendant series (70%, 80%, 90%, 95% 2x) and then included in glycol
methacrylate resin. Blocks were sectioned (5 um) in a microtome and
stained with cresyl violet for posterior visualization in a Zeiss Axio
Imager A2 microscope using a 40x objective. For EM, striatum samples
were washed with cacodylate buffer 0.1 M, cut into several pieces, post-
fixed in reduced osmium (2% osmium tetroxide containing 1.6%
potassium ferrocyanide), contrasted en bloc with uranyl acetate (2%
uranyl acetate in deionized water), dehydrated through an ascending
series of ethanol solutions and embedded in EPON. Blocks were sec-
tioned (50 nm) and collected on 300 mesh copper grids and contrasted
with lead citrate. Sections were viewed using either a Tecnai-G2-Spirit-
FEI/Quanta electron microscope (120 kV Philips), located at UFMG
Microscopy Center, or an EM 10 Zeiss electron microscope (80 kV), at
CAP], ICB — UFMG.

TEM image analysis

Synapses were selected based on the presence of synaptic vesicles
and mitochondria in presynaptic terminals and postsynaptic density
in the postsynaptic membrane. Single sections through synapses of
interest were traced and the terminal areas (cross section area of each
nerve terminal) and synaptic vesicles' number were determined.
Synaptic vesicle distribution was evaluated by quantification of the ves-
icles located at different distances from the active zone, as previously
described (Becherer et al., 2001; Han et al., 2011; Rodrigues et al.,
2013). Vesicles within 200 nm from the presynaptic membrane were
counted in 50 nm bins. All image analysis in this study was performed
“blind” in the sense that the person performing the analysis did not
know what genotype or treatment the sample had received.

Object recognition

The object recognition test is based on differential spontaneous
exploration of objects placed at a novel location. The apparatus used
was an open box made of PVC 50 cm x 35 cm x 25 ¢cm surmounted
by a video camera and a light. Two identical objects made of glass or
plastic were used and their weight was such that they could not be
displaced by mice. As far as we could ascertain, they had no natural
significance for mice and they had never been associated with reinforce-
ment. [nitial tests showed that mice did not have any preference for the
objects used. The general procedure consisted of three different phases:
a familiarization phase, a training phase and a test phase. On the 1st day,
mice were individually submitted to a single familiarization session of
10 min, during which they were introduced to the empty arena. On
the second day (24 h later), animals were submitted to a single
10 min training session during which two identical objects were placed
in symmetrical positions from the center of the arena and each object
was 15 cm from the side walls. After a 90 min delay during which
mice returned to their home-cage, they were reintroduced into the
arena for 10 min (test phase) and exposed to the same objects, but
one of the objects was displaced to a novel position. To control for
odor cues, the apparatus was cleaned with 70% ethanol and ventilated
between each session and animal. All sessions were performed during
the first part of the light cycle and mice were acclimated to the room
for at least 15 min before the beginning of each session.

Rotarod test

Training and testing of mice on the rotarod occurred during the light
cycle between the hours of 08:00 and 14:00. Prior to rotarod assess-
ment, mice were habituated to the testing room for 15-20 min. Mice
were placed on the rotarod and left at rest for 5 min on the first day of
training before beginning the accelerating protocol. Mice were then
trained for a maximum of 2 min in five trials at an accelerating speed
(from 4 to 40 RPM in 300 s) for three consecutive days with 10 min
breaks between each trial and returned to their home cages at the end
of training day. On test day, mice were assessed in three trials with
accelerating speed separated by a 20-min inter-trial interval. The
latency to fall from the rod was recorded, and the average obtained
from the three trials was used for analysis. Mice remaining on the rod
for 300 s were removed and their time scored as 300 s.

Data analysis

Means + SEM are shown for the number of independent
experiments indicated in figure legends. GraphPad Prism™ (RRID:
rid_000081) software was used to analyze data for statistical signifi-
cance and for curve fitting. Statistical significance was determined by
analysis of variance (ANOVA) testing followed by Bonferroni post-hoc
Multiple Comparison Testing.
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Results

Glutamate is considered the major neurotransmitter involved in HD-
related neuronal cell death and we have previously demonstrated that
CDPPB can protect against glutamate-induced neuronal death in vitro
(Doria et al.,, 2013). Thus, we decided to investigate whether CDPPB
exhibits efficacy in vivo. To determine optimal CDPPB dose for in vivo
studies we performed a concentration-response experiment. Primary
cultured striatal neurons stimulated with 50.0 pM glutamate for 20 h
exhibited higher levels of neuronal death, as compared to control
(Fig. 1). However, when neurons were stimulated with glutamate in
the presence of CDPPB at the concentrations of 1.0, 5.0, 10.0, 50.0,
100.0 and 10,000.0 nM, neuronal cell death levels were substantially
reduced (Fig. 1G). Moreover, when applied in the absence of glutamate,
CDPPB did not increase neuronal death above basal levels at any tested
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concentration (Fig. 1G). Thus, CDPPB is a very potent drug, exhibiting
neuroprotection even when applied at low doses.

In order to perform the in vivo tests using CDPPB, 12 weeks old
BACHD mice, which is a mouse model of HD (Gray et al., 2008), were
treated with either vehicle (DMSO) or 1.5 mg/kg s.c. CDPPB for a total
of 18 weeks. To evaluate CDPPB effects, molecular and behavioral
features of BACHD mice treated with either vehicle or CDPPB were
compared to those of WT littermates. It has been shown that primary
cultured cortical neurons treated with CDPPB exhibit high levels of
ERK1/2 activation (Chen et al., 2012). To determine whether CDPPB is
capable of activating ERK1/2 in vivo, levels of ERK1/2 phosphorylation
were assessed using cell lysates from the cortex, striatum and hippo-
campus of 30 weeks old WT, vehicle-treated and CDPPB-treated
BACHD mice. CDPPB chronic treatment increased EKR1/2 activation in
the cortex of BACHD mice, as compared to vehicle-treated BACHD and
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Fig. 1. CDPPB protects against glutamate-induced neuronal cell death. Shown is a representative image for primary cultured striatal neurons labeled with calcein AM (A, green, live cells)
and ethidium homodimer-1 (B, red, dead cells) exhibiting basal neuronal death. Also shown is a representative image for primary cultured striatal neurons treated with 50.0 uM glutamate
for 20 h in the absence (calcein AM (C) and ethidium homodimer-1 (D)) or presence of 1.0 nM CDPPB (calcein AM (E) and ethidium homodimer-1 (F)). (G) Graph shows the effect
of CDPPB at the concentrations of 1.0, 5.0, 10.0, 50.0, 100.0, and 10,000.0 nM on the percentage of neuronal cell death in primary cultured striatal neurons that were either untreated
or treated with 50.0 uM glutamate for 20 h. Data represent the means =+ SEM of five independent experiments. * indicate significant differences as compared to neurons treated with glu-

tamate in the absence of CDPPB (p < 0.05).
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WT mice (Fig. 2A and D). Although CDPPB treatment did not increase
ERK1/2 activation in the striatum (Fig. 2B and E), ERK1/2 phosphoryla-
tion was higher in the hippocampus of CDPPB-treated BACHD mice, as
compared to that of vehicle-treated BACHD mice (Fig. 2C and F).

Increased ERK1/2 phosphorylation can activate cell signaling path-
ways important for cell survival, including increased expression levels
of the brain derived neurotrophic factor (BDNF). Quantitative PCR
(gPCR) indicated that BDNF mRNA levels were decreased in the cortex
of 52 weeks old BACHD mice, but not in 8 and 30 weeks old BACHD
mice (Sup. Fig. 1). To determine whether CDPPB could increase BDNF
expression levels, qPCR was performed to measure BDNF mRNA levels
in the cortex, striatum and hippocampus of 30 weeks old WT, vehicle-
treated and CDPPB-treated BACHD mice. At 30 weeks of age, BDNF
expression was higher only in the cortex of CDPPB-treated BACHD
mice, as compared to vehicle-treated BACHD and WT mice (Fig. 3).
Similar results were obtained using a second pair of BDNF-specific
primers (data not shown). Thus, the augmentation in ERK1/2 activation
in the cortex was followed by increased BDNF expression and this
increase may normalize BDNF levels at older mice.

BACHD mice exhibit robust levels of htt aggregates and cortical and
striatal atrophy at 12, but not at 6 months of age (Gray et al., 2008).
Thus, to determine whether CDPPB is effective to ameliorate HD-
related pathological alterations we analyzed neurodegeneration in
both 30 weeks and 52 weeks old mice. For all CDPPB-treated mice,
CDPPB treatment started at the 12th week and finished at the 30th
week of life. However, a group of mice was sacrificed right after the
end of treatment (30 weeks old mice) and another group of mice was
left to age up until the 52nd week. From the 30th to the 52nd week
mice received no CDPPB. Histological analysis indicated that 30 weeks
old vehicle-treated BACHD mice exhibited reduced number of cells in
the striatum, as compared to WT mice (Fig. 4A-D). However, the
number of striatal cells of CDPPB-treated BACHD mice was not different
from that of WT mice (Fig. 4D). To further quantify the effect of COPPB
on neurodegeneration, we determined the weight of the striatum and
hippocampus of 30 weeks old WT, vehicle-treated and CDPPB-treated
BACHD mice. The weight of the striatum and hippocampus of vehicle-
treated BACHD mice were significantly smaller than those of WT mice
(Sup. Fig. 2). Nevertheless, the weight of CDPPB-treated BACHD mice
striatum and hippocampus were not different than those of WT mice

A B

BACHD vehicle

(Sup. Fig. 2). To determine whether the cells that are lost in the striatum
of BACHD mice are neurons, immunohistochemistry experiments were
performed using the neuronal specific marker, neuronal nuclei (NeuN).
52 weeks old vehicle-treated BACHD mice exhibited diminished
number of neurons in the striatum, as compared to WT mice (Fig. 5).
However, the number of striatal neurons of CDPPB-treated BACHD
mice was very similar to that of WT mice and increased when compared
to vehicle-treated BACHD mice (Fig. 5). These data indicate that CDPPB
chronic treatment is capable of preventing striatal neuronal cell loss
in vivo.

Previously we demonstrated that CDPPB is capable of increasing AKT
activation when applied to striatal neuronal cultures (Doria et al,, 2013).
To determine whether CDPPB chronic treatment also activates AKT
in vivo, we measured AKT activation levels in the cortex, striatum and
hippocampus of 30 weeks old WT, vehicle-treated and CDPPB-treated
BACHD mice. CDPPB treatment increased AKT phosphorylation in the
cortex, striatum and hippocampus of BACHD mice, as compared to WT
mice (Fig. 6). Moreover, AKT activation was higher in the striatum and
hippocampus of CDPPB-treated BACHD mice, as compared to vehicle-
treated BACHD mice (Fig. 6B-C and E-F). AKT activation can promote
phosphorylation of mutant htt protein, which functions to lessen htt
aggregate formation and neuronal cell death (Humbert et al., 2002;
Warby et al, 2009). To determine the levels of htt aggregate formation
in the striatum of 52 weeks old WT, vehicle-treated and CDPPB-
treated BACHD mice we performed immunohistochemistry experi-
ments using EM48 antibody, which specifically labels htt aggregates.
Vehicle-treated BACHD mice exhibited high levels of htt aggregation,
as compared to WT mice, which did not exhibit htt aggregates
(Fig. 7A-B and D). However, the striatum of CDPPB-treated BACHD
mice displayed much less htt aggregate formation than that of
vehicle-treated BACHD mice (Fig. 7B-D). Together, these data indicate
that CDPPB chronic treatment is capable of activating AKT in vivo and
decreasing htt aggregate formation.

In order to perform a detailed analysis of synapse morphology
we employed EM to examine slices depicting the striatum area of
30 weeks old WT, vehicle-treated and CDPPB-treated BACHD mice.
General analysis of neuronal morphology indicated that at the ultra-
structure level there was no gross difference among experimental
groups regarding neuropil, pre- and post-synaptic contacts and general
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Fig. 2. ERK1/2 phosphorylation is augmented in 30 weeks old BACHD mice chronically treated with CDPPB. Shown are representative immunoblots for phospho-(upper panel) and

total-ERK1/2 expression (lower panel) in the cortex (Ctx), striatum (Str) and hippocampus (Hip) of wild-type (WT,
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-ERK1/2 normalized to total-ERK1/2 expression in the cortex (D), striatum (E) and

hippocampus (F) of wild-type (WT, n = 3), vehicle-treated (n = 3) and CDPPB-treated (n = 3) BACHD mice. Data represent the means + SEM, expressed as percentage of basal

ERK1/2 phosphorylation. * indicate significant differences (p < 0.05).
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Fig. 3. BDNF gene expression is increased in 30 weeks old BACHD mice chronically treated with CDPPB. Graphs show mRNA levels of BDNF in the cortex, striatum and hippocampus of
30 weeks old wild-type (WT, n = 3) (D), vehicle-treated (n = 3) (E) and CDPPB-treated (n = 3) (F) BACHD mice determined by quantitative RT-PCR. qPCR reaction was performed
in triplicate and normalized to actin mRNA levels. Data represent the means + SEM. * indicate significant differences (p < 0.05).

organelles (Fig. 8A-C). We therefore performed detailed analyses in
order to determine which, if any, synapse morphology parameters
were altered in BACHD mice and whether CDPPB treatment could
normalize such alterations (Fig. 8D-F). There was no difference in
terms of presynaptic area size when comparing WT, vehicle-treated
and CDPPB-treated BACHD mice (Fig. 8G). The number of synaptic
vesicles in the presynaptic terminal was also not significantly different,
although BACHD mice exhibited a tendency towards decreased amount
of vesicles when compared to WT mice (Fig. 8H). The number of vesicles
in the active zone is another important parameter to be measured, as it
can directly influence neurotransmitter release and thus neuronal com-
munication. Vehicle-treated BACHD mice exhibited reduced number of
synaptic vesicles in the active zone, when compared to that of WT
(Fig. 81). However, CDPPB treatment appears to be able to, at least par-
tially, rescue this deficit, as the number of vesicles in the active zone of
CDPPB-treated BACHD mice was not different from that of WT mice
(Fig. 8I).

BACHD mice exhibit progressive motor and cognitive deficits (Doria
et al,, 2013; Gray et al., 2008), which are important clinical features
displayed by HD patients. Motor performance can be assessed using
the accelerating rotarod paradigm (Ribeiro et al., 2014). Thus, WT,

vehicle-treated and CDPPB-treated BACHD mice at the ages of 12 and
30 weeks were submitted to the rotarod. At both 12 and 30 weeks of
age, vehicle-treated BACHD mice latency to fall from the rotarod was
reduced when compared to that of WT mice, indicating that BACHD
mice exhibited motor incoordination (Fig. 9A-B). In the first week of
CDPPB treatment (12th week), CDPPB-treated BACHD mice exhibited
the same level of rotarod performance as vehicle-treated BACHD mice,
which was much worse than that of WT mice. Conversely, the perfor-
mance on the rotarod of CDPPB-treated BACHD mice at 30 weeks of
age was not significantly different from that of WT mice (Fig. 9B).
Although CDPPB treatment was not able to completely reverse BACHD
motor incoordination, these data indicate that the mGIuR5 PAM has a
positive effect on the motor alterations observed in BACHD mice.

To test whether CDPPB chronic treatment could improve the
memory deficit observed in BACHD mice we performed the object
location memory task, which measures mice preference for objects
placed on a new location. In training phase, mice were allowed to
explore two identical objects for 10 min. Following a 90 min delay,
mice were reintroduced into the arena for test phase and were exposed
for 10 min to the same two objects, one placed at the familiar location
and the other displaced to a novel location. Time of object exploration

Fig. 4. CDPPB chronic treatment rescues cell loss in the striatum of 30 weeks old BACHD mice. Shown are representative histological images of the striatum from WT (A), vehicle-treated
(B) and CDPPB treated (C) BACHD mice. Scale bar = 50 um. (D) Graph shows quantification of total number of cells found in the striatum of WT (n = 3), vehicle-treated (n = 3) and
CDPPB-treated (n = 3) BACHD mice. Data represent the means + SEM obtained from images taken from at least 24 histological slices per experimental condition. “n.s.” indicates no
significant difference as compared to WT (p > 0.05) and * indicates significant difference as compared to WT (p < 0.05).
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Fig. 5. CDPPB chronic treatment prevents neuronal cell loss in the striatum of 52 weeks old BACHD mice. Shown are representative images for NeuN immunostaining of the striatum from
WT (n = 3) (A), vehicle-treated (n = 3) (B) and CDPPB-treated (n = 3) (C) BACHD mice. Scale bar = 100 um. Graph shows quantification of NeuN labeled striatal neurons per 37,317 um?
in WT (n = 3), vehicle-treated (n = 3) and CDPPB-treated (n = 3) BACHD mice. Data represent the means + SEM obtained from 9 images taken from 3 histological slices per mouse.
* indicates significant differences as compared to vehicle-treated BACHD mice (p < 0.05).

was calculated as the time mice explored the object in test phase as a
percentage of time exploring the same object in training phase plus
test phase. At the age of 16 weeks, WT, vehicle-treated and CDPPB-
treated BACHD mice explored more the object placed at the novel
location, indicating that the animals remembered the familiar location

indicates memory impairment. To the same extent as WT mice,
30 weeks old CDPPB-treated BACHD mice explored more the object
placed at the novel location than the object placed at the familiar loca-
tion (Fig. 9D), indicating that the memory deficit observed in BACHD
mice could be reversed by CDPPB chronic treatment. Together, these

(Fig. 9C). 30 weeks old WT mice were also able to remember the famil-
iar location, as the animals explored more the novel location (Fig. 9D).
On the other hand, 30 weeks old vehicle-treated BACHD mice displayed
no preference for the object placed at the novel location (Fig. 9D), which

A B

behavioral assessments support the notion that CDPPB chronic treat-
ment has a positive effect on both motor incoordination and memory
alterations observed in a HD mouse model. Moreover, no toxic effects
or stereotypical behavior were observed upon CDPPB chronic treatment.
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Fig. 7. Number of huntingtin aggregates in the striatum of 52 weeks old BACHD mice is reduced upon CDPPB chronic

O
Aggregates per 37317um?
g3288

(Number)

- N
o
S

Shownare rep images for EM48 immunostaining

of the striatum from WT (A), vehicle-treated (B) and CDPPB-treated (C) BACHD mice. Scale bar = 100 um. Graph shows quantification of the number of EM48 labeled huntingtin
aggregates per 37,317 um? in the striatum from WT (n = 3), vehicle-treated (n = 3) and CDPPB-treated (n = 3) BACHD mice. Data represent the means + SEM obtained from 9 images
taken from 3 histological slices per mouse. * indicates significant difference as compared to vehicle-treated BACHD mice (p < 0.05).

Discussion

The high prevalence of neurodegenerative diseases worldwide
poses a major public health problem as incidence rate increases expo-
nentially with age. Currently, the prevalence is estimated to amount to
24 million and predicted to be quadruple by the year of 2050 (Reitz
and Mayeux, 2014). Thus, drugs that could modify disease course are
an urgent unmet need. In the present study we demonstrate that the
mGluR5 positive allosteric modulator, CDPPB, can ameliorate various
aspects related to HD symptoms and pathology. CDPPB is a very potent
neuroprotective drug in vitro and can also prevent the neuronal cell loss
that takes place in the striatum of an HD mouse model, BACHD. We have
previously demonstrated that CDPPB-mediated neuroprotection is
dependent on AKT activation (Doria et al., 2013) and we show here
that CDPPB chronic treatment also efficiently activates neuroprotective
pathways involving AKT, ERK1/2 and BDNF in vivo. In addition to
preventing neuronal cell loss, CDPPB also decreases htt aggregate
formation, further contributing to ameliorating HD pathology. We also
demonstrate that BACHD mice striatal synaptic terminals exhibit
reduced number of synaptic vesicles in the active zone region and
CDPPB is efficient in ameliorating this deficit. Importantly, all these
CDPPB-mediated molecular and pathological ameliorations reflect into
partial improvement of HD-related motor coordination deficit and
reestablishment of memory impairment exhibited by BACHD mice.

The neuroprotective effect of CDPPB in vitro and in vivo makes it a
potential drug to treat neurodegenerative diseases. In agreement with
previous in vitro experiments (Doria et al., 2013), we show here that
CDPPB chronic treatment is capable of activating AKT and other neuro-
protective pathways, including ERK1/2 and BDNF. However, AKT has as
special role in HD, as it has been demonstrated that AKT can not only
protect against neuronal death (Datta et al., 1999; Kandel and Hay,
1999), but also promote phosphorylation of mutated htt protein and
reduce htt aggregate formation (Humbert et al., 2002; Warby et al.,
2009). In agreement with these data, CDPPB chronic treatment tremen-
dously decreased BACHD htt aggregate formation, further highlighting
the potential of the mGluR5 PAM, CDPPB, as a prospective disease
modifying drug to treat HD.

mGluR5 stimulation with the agonist DHPG leads to ERK1/2 activa-
tion and this pathway is sensitized in HD (Ribeiro et al., 2010). More-
over, mGluR5 PAMs, including CDPPB, in the absence of agonist, are
also able to stimulate ERK1/2 activation in primary cultured cortical
neurons (Chen et al., 2012). Our data indicated that CDPPB chronic
treatment increases ERK1/2 activation in the cortex and hippocampus,
but not in the striatum, of BACHD mice. Interestingly, BDNF mRNA levels
were increased due to CDPPB treatment only in the cortex, although a
tendency towards increased BDNF expression could be observed in
the hippocampus. As ERK1/2 stimulation can lead to augmentation of
BDNF expression via CREB phosphorylation (Balazs, 2006), we hypoth-
esize that increased ERK1/2 activation in the cortex is contributing to
BDNF mRNA level augmentation. BDNF is essential for embryonic devel-
opment and also for adult brain functioning, having a role in modulating
dendritic branching, spine morphology, synaptic plasticity, and
influencing learning and memory (Figurov et al, 1996; Kang and
Schuman, 1995; Tanaka et al,, 2008). BDNF mRNA levels in the striatum
are normally low and most striatal BDNF protein arrives by anterograde
transport from the cortex via cortical-striatal afferents (Altar et al.,
1997). However, mRNA levels and cortical release of BDNF into the
striatum are decreased in HD (Zuccato et al., 2001). Highlighting the
important role of BDNF in HD, infusion of BDNF protein into the
striatum of a HD mouse model increases survival of striatal neurons
and improves motor function (Canals et al., 2004). Thus, drugs that
could increase BDNF levels, as shown here for CDPPB, would have a
positive effect in HD. Future studies implementing CDPPB treatment
for longer periods will be important to determine whether CDPPB
would be efficient in normalizing decreased BDNF expression in the
cortex of older BACHD mice.

It has been demonstrated that mutated htt protein interferes with
axonal transport and alters presynaptic vesicle release (Trushina et al.,
2004). Moreover, electrophysiological measurements indicate that
cortical-striatal synapses in mouse models of HD exhibit a propensity
towards synaptic depression upon normal and prolonged stimulation,
with reduction of excitatory post-synaptic current (EPSC) amplitude,
impaired long-term potentiation (LTP) and increased long-term depres-
sion (LTD) (Cummings et al., 2006; Milnerwood and Raymond, 2007).
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Fig. 8. CDPPB chronic treatment normalizes the number of synaptic vesicles in the active zone of 30 weeks old BACHD mice. Shown are
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(EMSs) of the striatum from WT (A), vehicle-treated (B), and CDPPB-treated (C) BACHD mice. Scale bar = 500 nm. Magnification 50,000x. Also shown are higher zoom views of
representative EMs exhibiting striatal presynaptic terminals from WT (D), vehicle-treated (E), and CDPPB-treated (F) BACHD mice. Scale bar = 500 nm. Magnification 50,000x. Graphs
show quantification of cross section area of presynaptic terminals (G), total number of synaptic vesicles per presynaptic terminal (H), and average number of synaptic vesicles located at
presynaptic active zones (AZ) (I) in WT (n = 3), vehicle-treated (n = 3) and CDPPB-treated BACHD mice. We analyzed 10 nerve terminal profiles per animal. “n.s.” indicates no
significant difference as compared to WT (p > 0.05) and * indicates significant difference as compared to WT mice (p < 0.05).

Diminished synaptic vesicle release can have important consequences
and it has been demonstrated that decreased levels of BDNF in the
striatum is not only due to reduction in BDNF mRNA levels, but also
because BDNF vesicle transport is compromised in HD (Gauthier et al.,
2004). Interestingly, it has been shown that mGIuR5 PAMs are able to
enhance afferent stimulation-induced LTP and LTD at hippocampal
synapses and to improve performance in a model of hippocampus-
dependent spatial learning (Ayala et al., 2009). Our data indicate that
the number of vesicles in the synaptic active zone is reduced in BACHD
mice, which could contribute to the diminished vesicle release observed
in HD. Importantly, CDPPB treatment ameliorated this deficit, which
could, for example, help to normalize BDNF release into the striatum, as
well as the release of neurotransmitters important for memory and cogni-
tion. However, although our data start to shed some light on how CDPPB
positively affects synaptic transmission, more experiments will be neces-
sary to determine the consequence of increased number of vesicles in the
synaptic active zone and to elucidate the molecular mechanism involved
in CDPPB-mediated increase in active zone synaptic vesicle density.
CDPPB-mediated neuroprotection might play an important role in
alleviating HD cognitive and motor symptoms. However, we and others
have demonstrated that BACHD mice exhibit motor incoordination at a

young age (12 weeks of age), before any detectable neurodegeneration
(Gray et al.,, 2008; Menalled et al., 2009). Moreover, other HD mouse
models also share this feature (Li and Li, 2012; Ribeiro et al, 2013).
Thus, it is possible that factors other than neurodegeneration, such as
altered neurotransmission, could play a role in HD-related symptoms.
As CDPPB improves synaptic transmission (Fig. 8) (Ayala et al., 2009),
it is possible that the motor deficit amelioration could be further
improved if drug treatment was initiated at an earlier stage. Moreover,
although our in vitro data indicate that CDPPB is efficient at low doses
and that higher doses do not augment neuroprotection, it is possible
that a different dose of CDPPB could play a positive effect in vivo by,
for example, further altering neurotransmission.

The BACHD chronic treatment presented here was important to
demonstrate that CDPPB is effective in vivo and does not promote any
detectable toxic effect or stereotypical mouse behavior. Further experi-
ments will be important to more extensively examine CDPPB toxicity,
but mGIuR5 PAMs are being tested to treat schizophrenia and pre-
clinical animal tests indicate that these drugs exhibit low toxicity and
are well tolerated (Gray et al., 2012; Rodriguez et al., 2010; Spear
et al, 2011). CDPPB was capable of activating neuroprotective path-
ways, decreasing htt aggregate formation and preventing neuronal cell
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Fig. 9. CDPPB treatment improved BACHD mice performance on the rotarod and rescued object recognition memory. Graphs show latency to fall from accelerating rotarod by WT (n = 11),
vehicle-treated (n = 10-11) and CDPPB-treated (n = 8) BACHD mice at 12 (A) and 30 weeks (B) of age. Each animal was tested in 3 trials and the average latency to fall was determined.
Graphs show time of object exploration, which was calculated as the time mice explored the object in test phase as a percentage of time exploring the same object in training phase plus
test phase. A higher score for object placed at the novel location indicates that mouse remembers the old location. WT (n = 12), vehicle-treated (n = 10) and CDPPB-treated (n = 8)
BACHD mice were tested at 16 (C) and 30 (D) weeks of age. Data represent the means + SEM. “n.s.” indicates no significant difference as compared to WT (p > 0.05) and * indicate sig-

nificant preference for object at novel location (p < 0.05).

loss. Moreover, CDPPB chronic treatment partially ameliorated motor
incoordination and fully restored the memory deficit exhibited by
BACHD mice. Thus, CDPPB appears to be a potential drug to treat HD pa-
tients, delaying or even stopping HD progression.

Abbreviations

HD Huntington's disease

Htt huntingtin

InsP3 inositol-1,4,5-triphosphate

PAM positive allosteric modulator

mGluR  metabotropic glutamate receptor

CDPPB  3-Cyano-N-(1,3-diphenyl-1H-pyrazol-5-yl)benzamide
ERK extracellular signal-regulated kinase

AKT Protein kinase B

PFA paraformaldehyde

HBSS Hank's balanced salt solution

PBS Phosphate buffered saline

DIV days in vitro

BSA Bovine serum albumin;
DMSO  dimethyl sulfoxide
qPCR quantitative polymerase chain reaction

RT-PCR  reverse transcriptase PCR
BDNF Brain-derived neurotrophic factor
RPM Revolutions per minute

ANOVA  analysis of variance (ANOVA)
s.C. Subcutaneous
i.p. Intraperitoneal injection

WT wild-type

EPSC excitatory postsynaptic current
LTP long-term potentiation

LTD long-term depression.
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Introduction: Huntington’s disease (HD) is an autosomal dominant neurode-
generative disorder caused by a polyglutamine expansion in the amino-
terminal region of the huntingtin (htt) protein, which underlies the loss of
striatal and cortical neurons. Glutamate has been implicated in a number of
neurodegenerative diseases, and several studies suggest that the metabo-
tropic glutamate receptor 5 (mGIuR5) may represent a target for the
treatment of HD.

Areas covered: The main goal of this review is to discuss the current data in
the literature regarding the role of mGIuR5 in HD and evaluate the potential
of mGIuRS5 as a therapeutic target for the treatment of HD. mGIuRS5 is highly
expressed in the brain regions affected in HD and is involved in movement
control. Moreover, mGIuR5 interacts with htt and mutated htt profoundly
affects mGIuR5 signaling. However, mGIuR5 stimulation can activate both
neuroprotective and neurotoxic signaling pathways, depending on the
context of activation.

Expert opinion: Although the data published so far strongly indicate that
mGIuR5 plays a major role in HD-associated neurodegeneration, htt aggrega-
tion and motor symptoms, it is not clear whether mGIuR5 stimulation can
diminish or intensify neuronal cell loss and HD progression. Thus, future
experiments will be necessary to further investigate the outcome of drugs
acting on mGIluR5 for the treatment of neurodegenerative diseases.

Keywords: cell signaling, glutamate, huntingtin, Huntington’s disease,

metabotropic glutamate receptor 5, neurodegeneration
Expert Opin. Ther. Targets (2014) 18(11):1293-1304

1. Huntington’s disease

Huntington’s disease (HD), as first described by George Huntington in 1872, is an
autosomal dominant neurodegenerative disorder, involving the loss of striatal and
cortical neurons [1]. The most prominent HD symptoms are motor deterioration,
cognitive decay and psychiatric alterations that inevitably lead to the death of HD
patients within 15 - 20 years of disease onset [2]. HD clinical manifestations are pro-
gressive following disease onset and include involuntary movements (chorea) that
intensify during the course of the disease, causing the impairment of daily life activ-
ities (3. HD patients also suffer gait dysfunctions that are characterized by postural
instability, lack of balance and motor incoordination, leading to common falls [3].
These problems are accompanied by eye movement abnormalities and progressive
dysarthria and dysphagia. In early stages, HD patients display chorea, but in later
stages patients manifest akinesia and sometimes dystonia (3. Moreover, psychiatric
and cognitive disturbances typically appear during disease progression and include
personality alterations, obsession, compulsion, major depression and dementia.

10.1517/14728222.2014.948419 © 2014 Informa UK, Ltd. ISSN 1472-8222, e-ISSN 1744-7631 1293
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COMMENTARY

mGIuR5: a potential target for the
treatment of Huntington’s disease

Fabiola M Ribeiro’, Juliana G Doria' & Stephen SG Ferguson*?

Huntington's disease
Huntington’s disease (HD) is a progressive
neurodegenerative disorder with an age of
onset between 35 and 50 years. At first,
HD patients experience chorea and psy-
chiatric alterations, associated with intel-
lectual decline and inevitable death within
15-20 years 12]. HD is caused by a poly-
glutamine expansion in the amino termi-
nus of the htt protein (3. The length of the
polyglutamine repeat inversely correlates
with the age of disease onset and directly
correlates with the severity of symptoms [4].
Pathological analyses of HD-affected
brains has revealed neuronal loss of the
GABAergic medium-sized spiny neurons
(MSN) present in the striatum [5]. Although
it is well established that the htt polyglu-
tamine expansion is the cause of HD, it is
unknown why this ubiquitously expressed
mutant protein selectively results in the loss
of MSNs. Moreover, it remains unclear
whether HD occurs as the consequence of
either the loss of normal htt protein or as
a toxic gain of function due to the poly-
glutamine expanded form of the protein.
Wild-type htt protein is both antiapop-
totic [6] and essential for normal embryonic

development [7.5]. Nevertheless, the resule-
ing polyglutamine stretch confers neuro-
toxic functions of the htt protein, resulting
in the activation of cell signaling pathways
involved in neuronal dysfunction as a
consequence of increased oxidative stress,
gene transcriptional alterations, glutamate
excitotoxicity, apoptosis, mitochondrial
dysregulation and energy depletion [9-11].
Cleavage of the mutant htt amino-termi-
nal region results in the generation of insol-
uble nuclear aggregates, which are suggested
to play a key role in HD-related neuronal
cell death. Notably, HD symptom severity
is strongly correlated with htt aggregate for-
mation and loss of striatal neurons [12]. Hee
aggregates and inclusions are found first in
the striatum and, over time, in the rest of
the basal ganglia, followed by progressive
localization throughout the substantia nigra
and cortex. It is not known whether htt
aggregates and inclusions are toxic as other
evidences suggest that htt nuclear inclusions
may be neuroprotective for MSNs [13,14).

mGluR5
The excitatory neurotransmitter, gluta-
mate, is localized to most synapses in the

KEYWORDS

o cell signaling * glutamate

¢ Huntington’s disease * mGIuRS
* neurodegeneration

“At first, Huntington's disease
patients experience chorea and
psychiatric alterations, associated
with intellectual decline and
inevitable death within
15-20 years”
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Cocaine is an addictive substance with a potential to cause deleterious effects in the brain. The strategies for
treating its neurotoxicity, however, are limited. Evidence suggests that the endocannabinoid system exerts
neuroprotective functions against various stimuli. Thus, we hypothesized that inhibition of fatty acid amide hy-
drolase (FAAH), the main enzyme responsible for terminating the actions of the endocannabinoid anandamide,
reduces seizures and cell death in the hippocampus in a model of cocaine intoxication. Male Swiss mice received
injections of endocannabinoid-related compounds followed by the lowest dose of cocaine that induces seizures,
electroencephalographic activity and cell death in the hippocampus. The molecular mechanisms were studied in
primary cell culture of this structure. The FAAH inhibitor, URB597, reduced cocaine-induced seizures and epilep-
tiform electroencephalographic activity. The cannabinoid CB, receptor selective agonist, ACEA, mimicked these
effects, whereas the antagonist, AM251, prevented them. URB597 also inhibited cocaine-induced activation
and death of hippocampal neurons, both in animals and in primary cell culture. Finally, we investigated if the
PI3K/Akt/ERK intracellular pathway, a cell surviving mechanism coupled to CB, receptor, mediated these neuro-
protective effects. Accordingly, URB597 injection increased ERK and Akt phosphorylation in the hippocampus.
Moreover, the neuroprotective effect of this compound was reversed by the PI3K inhibitor, LY294002. In conclu-
sion, the pharmacological facilitation of the anandamide/CB1/PI3K signaling protects the brain against cocaine in-
toxication in experimental models. This strategy may be further explored in the development of treatments for
drug-induced neurotoxicity.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

neurological effects, including psychosis, agitation and seizures (Cadet
etal,, 2014). The molecular targets underlying cocaine-induced psycho-

Addiction is a major public health problem with a high prevalence
worldwide. Among the most commonly addictive drugs is cocaine, a
psychostimulant and psychotomimetic compound (Degenhardt and
Hall, 2012), which may induce acute and chronic psychiatric and

Abbreviations: Akt, proteinkinase B; CB;, cannabinoid type-1 receptor; CB,, cannabinoid
type-2 receptor; D2, dopamine type-2 receptor; A%-THC, A%-tetrahydrocannabinol; EEG,
electroencephalography; ERK, extracellular signal-regulated kinase; FAAH, fatty acid
amide hydrolase; PI3K, phosphoinositide 3-kinase; TRPV1, transient receptor potential
type-1channel.

* Corresponding authors at: Institute of Biological Sciences, Universidade Federal de
Minas Gerais, Av. Antonio Carlos 6627, 31270-901, Belo Horizonte, MG, Brazil. Fax: +55
313409 2924.

E-mail addresses: mfdm@icb.ufmg.br (M.F.D. Moraes), fabriciomoreira@icb.ufmg.br
(F.A. Moreira).

! These authors share senior authorship.

http://dx.doi.org/10.1016/j.taap.2015.04.013
0041-008X/© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

sis and behavioral stimulation include inhibition of neuronal mono-
amine uptake, particularly dopamine (Wise, 1984; Koob and Nestler,
1997). Accordingly, these effects are reversed by antipsychotic drugs,
mainly through antagonism at dopamine D, receptor (Kishi et al.,
2013). The mechanisms underlying the neurotoxic effects of this drug
are less understood, since several intracellular biochemical processes
seem to be involved (Cunha-Oliveira et al., 2008; Planeta et al., 2013).
Thus, experimental models of cocaine intoxication are relevant for study-
ing its biological mechanisms as well as new treatment approaches
(Connors and Hoffman, 2013; Heard et al., 2011).

One possible strategy to reduce cocaine-induced neural damage
would be facilitating protective mechanisms already at play in the
brain. In this context, the endocannabinoid system has been proposed
as an on-demand defense mechanism against neural hyper-excitability
(Lutz, 2004; van der Stelt and Di Marzo, 2005; Fowler et al., 2010). This

117



Batista et al. Molecular Brain (2016) 9:80

DOI 10.1186/513041-016-0259-6 Molecu |a r Brain

RESEARCH Open Access

Orchestrated activation of mGIluR5 and CB; @
promotes neuroprotection
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Abstract

The metabotropic glutamate receptor 5 (MGIUR5) and the cannabinoid receptor 1 (CB,) exhibit a functional
interaction, as CB; regulates pre-synaptic glutamate release and mGIuR5 activation increases endocannabinoid
synthesis at the post-synaptic site. Since both mGIuR5 and CB; promote neuroprotection, we delineated
experiments to investigate a possible link between CB; and mGIuR5 activation in the induction of neuroprotection
using primary cultured corticostriatal neurons. We find that either the pharmacological blockade or the genetic
ablation of either mGIuR5 or CBy can abrogate both CB;- and mGIuR5-mediated neuroprotection against glutamate
insult. Interestingly, decreased glutamate release and diminished intracellular Ca>* do not appear to play a role in
(B, and mGIuR5-mediated neuroprotection. Rather, these two receptors work cooperatively to trigger the
activation of cell signaling pathways to promote neuronal survival, which involves MEK/ERK1/2 and PI3K/AKT
activation. Interestingly, although mGIuR5 activation protects postsynaptic terminals and CB; the presynaptic site,
intact signaling of both receptors is required to effectively promote neuronal survival. In conclusion, mGIuR5 and
(CB; act in concert to activate neuroprotective cell signaling pathways and promote neuronal survival.

Keywords: mGIuR5, CB1, Cell death, AKT, ERK1/2

Abbreviations: 2-AG, 2-arachidonoylglycerol; ACEA, Arachidonyl-2'-Chloroethylamide; AM, Acetoxymethyl Ester;
AM251, 1-(2,4-Dichlorophenyl)-5-(4-iodophenyl)-4-methyl-N-1-piperidinyl-1H-pyrazole-3-carboxamide;
anandamide, N-arachidonoylethanolamine; APP, Amyloid Precursor Protein; AB, Amyloid-B Peptide; BDNF, Brain
Derived Neurotrophic Factor; CB;, Cannabinoid Receptor 1; CDPPB, 3-cyano-N-(1,3-diphenyl-1H-pyrazol-5-yl)
benzamide; DAG, Diacylghycerol; DGL-q, Diacylglycerol Lipase-a; DIV, Days In Vitro; ERK, Extracellular-Signal-
Regulated Kinase; FAAH, Fatty Acid Amide Hydrolase; GABA, Gamma-Aminobutyric Acid; GPCR, G-protein Coupled
Receptor; HBSS, Hank's Balanced Salt Solution; HD, Huntington'’s Disease; IPs, Inositol-1,4,5-triphosphate; JZL184, 4-
[Bis(1,3-benzodioxol-5-yl)-hydroxymethyllpiperidine-1-carboxylate 4-nitrophenyl ester; LTD, Long Term Depression;
LY294002, 2-(4-morpholinyl)-8-phenyl-1(4H)-benzopyran-4-one hydrochloride; MEK, Mitogen-Activated Protein
Kinase Kinase; MGL, Monoacylglycerol Lipase; mGIuR5, Metabotropic Glutamate Receptor 5; MPEP, 2-methyl-6-
(phenylethynyl)-pyridine; NC, Negative Control; PAM, Positive Allosteric Modulator; PD98059, 2-(2-amino-3-
methoxyphenyl)-4h-1-benzopyran-4-one; PDK1, Phosphoinositide-Dependent Kinase; PI3K, Phosphatidylinositol-3
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Erica Leandro Marciano Vieira3, Alline Cristina Campos*, Eduardo Candelario-Jalil®,
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Anténio Carlos Pinheiro de Oliveira®

© Alzheimer's Disease (AD)is a progressive neurodegenerative disease and the main cause of dementia.

Substantial evidences indicate that there is over-activation of the PI3K/Akt/mTOR axis in AD. Therefore,

the aim of the present study was to investigate the effects of NVP-BEZ235 (BEZ; dactolisib), a dual

PI3K/mTOR inhibitor that is under phase I/l clinical trials for the treatment of some types of cancer,

in hippocampal neuronal cultures stimulated with amyloid-3 (A3) 1-42 and in mice injected with A3
1-42 in the hippocampus. In cell cultures, BEZ reduced neuronal death induced by AB. BEZ, but not
rapamycin, a mTOR inhibitor, or LY294002, a PI3K inhibitor that also inhibits mTOR, reduced the
memory impairment induced by AB. The effect induced by A3 was also prevented in PI3K~~/~ mice.
Neuronal death and microgliosis induced by A3 were reduced by BEZ. In addition, the compound
increased IL-10 and TNF-o levels in the hippocampus. Finally, BEZ did not change the phosphorylation
of Akt and p70s6K, suggesting that the involvement of PI3K and mTOR in the effects induced by BEZ
remains controversial. Therefore, BEZ represents a potential strategy to prevent the pathological
outcomes induced by A3 and should be investigated in other models of neurodegenerative conditions.

Alzheimer’s Disease (AD) is the main cause of dementia and affects more than 35 million people'2. It is a neuro-
: degenerative progressive disease associated with memory deficits®, and its major risk factor is aging'. The classical
. neuropathological markers of AD are extracellular plaques of amyloid-3 (AB) peptide and neurofibrillary intra-

cellular tangles of hyperphosphorylated tau protein®.
The A peptide is originated from the amyloid protein precursor (APP) cleavage by 3- and -secretase®**.

The peptide aggregates and accumulates in the brain as diffuse and compact plaques®. Indeed, a wide range of

studies shows that intracerebral injection of this peptide in mice can induce AD related cognitive and cerebral

¢ changes’'% The disease is characterized by synaptic impairment’, neurotrophin and neurotransmitter imbalance,
: mitochondrial dysfunction, oxidative stress, intracellular calcium increase and cell cycle failure'®. The most severe
. changes are in hippocampus, as well as in cortical and subcortical regions', which are associated with the AD

memory deficits'®.
Neuroinflammation is also an important component of the disease, which starts as a defense mechanism
against the AB deposition in the brain, but can lead to neurodegeneration’. The neuroinflammatory process in

. AD includes disruption of blood-brain barrier and overactivation of glial cells, such as microglia'®. The microglia
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ABSTRACT

Temporal lobe epilepsy (TLE) is the most common form of epilepsy in adults. The pilocarpine (PILO) experimen-
tal model of TLE portrays behavioral and pathophysiological changes in rodents that are very similar to those
found in humans with TLE. However, this model is associated with an unfortunate high mortality rate. Studies
have shown that intrahippocampal injection of PILO, while having a much smaller mortality rate, induces status
epilepticus (SE) that secondarily leads to TLE. To the best of our knowledge, the present study was the first to eval-
uate the cognitive and histological alterations 72 h after intrahippocampal microinjection of PILO in C57BL/6
mice. Seventy percent of mice developed status epilepticus (SE) after PILO administration, and all animals sur-
vived after SE. Seventy-two hours after SE, mice presented memory impairment in both Novel Object Recognition
(recognition index — vehicle: 67.57 4 4.46% vs PILO: 52.33 + 3.29%) and Contextual Fear Conditioning (freezing
time — vehicle: 203 4 20.43 vs PILO: 107.80 + 25.17 s) tasks. Moreover, using Nissl and NeuN staining, we ob-
served in PILO-treated mice a significant decrease in cell viability and an increase in neuronal loss in all three
hippocampal regions analyzed, cornus ammonis (CA) 1, CA3, and dentate gyrus (DG), in comparison with the
control group. Additionally, using Iba-1 staining, we observed in PILO-treated mice a significant increase in
microglial proliferation in CA1, CA3, and DG of the hippocampus. Therefore, intrahippocampal PILO microinjec-

tion is an efficient route to induce SE and acute postictal epileptogenic-like alterations in C57BL/6 mice.

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Epilepsy is a common neurological disorder characterized by a state
of recurrent, spontaneous seizures, which consist of periods of abnor-
mal and simultaneous firing of a neuronal population [1]. It is estimated
that about 50 million people worldwide are affected by epilepsy, with
55/100,000 new cases appearing each year [2].

Seizures can be caused by an imbalance between inhibition and
excitation resulting in hyperexcitability of neuronal populations. This
process can originate in a specific neuronal population, producing
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http://dx.doi.org/10.1016/j.yebeh.2016.08.003
1525-5050/© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

partial seizures, or simultaneously in several brain areas, causing gener-
alized seizures [3].

Temporal lobe epilepsy (TLE) is the most common type of adult
epilepsy and is characterized by seizures that initiate locally may spread
throughout the entire brain. It is a devastating disease, which leads to,
among different dysfunctions, memory impairment [4]. Currently,
none of the antiepileptic drugs cure the disease, while in approximately
one-third of the patients [5,6], pharmacological control of seizures is not
achieved. The precise causes of TLE are, in most cases, unknown. How-
ever, it is believed that hippocampal sclerosis associated with TLE may
occur after an initial precipitating insult such as brain injury, tumors,
meningitis, encephalitis, status epilepticus (SE), or febrile seizures during
childhood [7]. Specifically, SE is defined as continuous seizure activity or
multiple seizures without regaining consciousness for more than
30 min [8]. Nevertheless, the period between this initial insult and the
onset of spontaneous recurrent seizures (SRSs) may be months to
years. During this latent period, a variety of cellular changes can occur
in the hippocampus, such as neuronal loss in cornus ammonis (CA) 1,

120



www.impactjournals.com/oncotarget/

Oncotarget, 2017, Vol. 8, (No. 3), pp: 3768-3769

Editorial: Neuroscience

mGIluR5, CB1 and neuroprotection

Toniana G. Carvalho, Juliana G. Doria and Fabiola M. Ribeiro

The metabotropic glutamate receptor 5 (mGluR5) is
a Gaq/”-coupled receptor, mainly found at the postsynaptic
site. mGIuRS stimulation leads to the activation of
phospholipase CB1 (PLCP), promoting diacylglicerol
(DAG) and inositol 1,4,5-trisphosphate (IP,) formation,
which leads to the release of Ca** from the intracellular
stores and the activation of protein kinases, including
protein kinase C. Additionally, stimulation of mGIuRS5 also
triggers the activation of other cell signaling pathways that
are important for cell proliferation and survival, such as
the activation of the extracellular signal regulated protein
kinase (ERK) and AKT. Recently, we have demonstrated
that the mGluR5 positive allosteric modulator (PAM),
CDPPB, activates AKT without increasing intracellular
Ca>* and protects neurons from glutamate-induced
neuronal cell death [1]. Furthermore, we have shown
that CDPPB treatment prevents the cognitive deficit and
diminishes neuronal cell loss and huntingtin aggregate
formation in a mouse model of Huntington’s disease, the
BACHD mice [2]. In addition, mGluRS has also been
implicated in the pathology of other neurodegenerative
diseases, including Alzheimer and Parkinson’s disease, as
well as in physiological processes, including memory and
motor coordination [3].

The cannabinoid receptor 1 (CB1) is a Go,, -coupled
receptor mainly present at the presynaptic terminals and
that can be activated by synthetic, plant-derived and
endogenous cannabinoids, including anandamide and
2-arachidonoylglycerol (2-AG). CB1 has been implicated
in several biological and pathological processes, playing
a role in the regulation of cell proliferation, apoptosis and
metastasis formation [4]. CB1 activation can limit the
release of neurotransmitters, such as gamma-aminobutyric
acid (GABA) and glutamate, from the presynaptic site,
as well as activate neuroprotective pathways, decreasing
excitotoxicity [5].

More recently, we have demonstrated that mGluR5
and CB1 can act together to promote neuroprotection [6].
Using primary cultured corticostriatal neurons, we have
shown that CDPPB-mediated neuroprotection against
glutamate insult can be reversed by both MPEP, which
is a mGluR5 blocker, and AM251, a CB1 antagonist.
Moreover, the neuroprotection induced by URB597 and
JZ1.184, which are inhibitors of anandamide and 2-AG
degradation, respectively, can also be abrogated by MPEP
and AM251. Corroborating these data, CDPPB, URB597
and JZL184 were unable to promote neuroprotection of

either mGluR5” or CB1 knockdown neurons. In addition,
neuroprotection by CDPPB, URB597 and JZL184 was
dependent on the activation of pathways that lead to the
stimulation of AKT and ERK1/2, but was independent of
alterations in intracellular Ca>* concentration or glutamate
release.

In several neurodegenerative diseases, neuronal
cell death is preceded by synaptic loss, which is usually
responsible for the early cognitive deficits. The study by
Batista et al, 2016 [6], showed that CDPPB protected the
postsynaptic site and that this protection was blocked
by MPEP and AM251. In addition, JZL184 protected
the presynaptic terminals and, to a lesser extent, the
postsynaptic site. Curiously, AM251 reversed JZL-
mediated protection of both the pre and postsynapse, while

Figure 1: Schematic cartoon displaying summary of the
cell signaling pathways activated by mGIluRS and CB1 to
promote neuroprotection.
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N-Methyl-p-Aspartate (NMDA) Receptor
Blockade Prevents Neuronal Death
Induced by Zika Virus Infection
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ABSTRACT Zika virus (ZIKV) infection is a global health emergency that causes sig-
nificant neurodegeneration. Neurodegenerative processes may be exacerbated by
N-methyl-p-aspartate receptor (NMDAR)-dependent neuronal excitoxicity. Here, we
have exploited the hypothesis that ZIKV-induced neurodegeneration can be rescued
by blocking NMDA overstimulation with memantine. Our results show that ZIKV ac-
tively replicates in primary neurons and that virus replication is directly associated
with massive neuronal cell death. Interestingly, treatment with memantine or other
NMDAR blockers, including dizocilpine (MK-801), agmatine sulfate, or ifenprodil, pre-
vents neuronal death without interfering with the ability of ZIKV to replicate in
these cells. Moreover, in vivo experiments demonstrate that therapeutic memantine
treatment prevents the increase of intraocular pressure (IOP) induced by infection
and massively reduces neurodegeneration and microgliosis in the brain of infected
mice. Our results indicate that the blockade of NMDARs by memantine provides po-
tent neuroprotective effects against ZIKV-induced neuronal damage, suggesting it
could be a viable treatment for patients at risk for ZIKV infection-induced neurode-
generation.

IMPORTANCE Zika virus (ZIKV) infection is a global health emergency associated
with serious neurological complications, including microcephaly and Guillain-Barré
syndrome. Infection of experimental animals with ZIKV causes significant neuronal
damage and microgliosis. Treatment with drugs that block NMDARs prevented neu-
ronal damage both in vitro and in vivo. These results suggest that overactivation of
NMDARs contributes significantly to the neuronal damage induced by ZIKV infection,
and this is amenable to inhibition by drug treatment.

KEYWORDS NMDA receptor, Zika virus, intraocular pressure, memantine,
microgliosis, mouse model, neuronal death
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