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RESUMO

A doenga de Huntington (DH) ¢ considerada a doenga de poliglutaminas mais prevalente,
sendo herdada de forma genética e afetando individuos de ambos os sexos e diversas racas e
grupos étnicos. Seus sintomas, que sdo caracterizados classicamente por uma triade
sintomatoldgica motora, cognitiva e psiquiatrica geralmente surgem gradualmente e entre os
30 e 50 anos, embora possa ocorrer em criancas e idosos. A neurodegeneracdo na doenca
ocorre por meio de varios mecanismos, afetando principalmente regides do estriado, que
ainda ndo foram completamente elucidados na literatura. Um dos mecanismos significativos ¢
a formacdo de agregados proteicos e seu possivel papel na neurodegeneracdo da doenca.
Atualmente, ndo héa cura ou tratamento eficaz para a DH. No entanto, em muitos casos, as
pessoas conseguem manter sua independéncia por varios anos apos o inicio dos sintomas,
com o auxilio de medicamentos como a tetrabenazina, deutetrabenazina e inibidores seletivos
de recaptacdo de serotonina (IRSS). Porém, a medida que a doenga progride, a qualidade de
vida do paciente diminui gradualmente até¢ o 6bito. Dado que a cura ainda esta distante, ¢
essencial desenvolver métodos que possam retardar o desenvolvimento e a manifestacao dos
sintomas. Uma abordagem promissora que pode ser explorada ¢ o ambiente enriquecido (AE),
que ja foi relatado na literatura como benéfico em varios aspectos da satide. No presente
estudo, avaliamos o impacto de 39 dias de exposicdo ao AE na agregagdo proteica da
huntingtina, utilizando modelo animal YACI28 com 2 meses de idade através da
imuno-histoquimica para EM48. Os resultados encontrados demonstraram que o AE ndo
causou uma diferenga significativa no nimero de agregados estriatais de htt em camundongos
YACI128 durante a fase pré-motora, e também nao causou efeito significativo na densidade
celular estriatal. Além disso, ndo houve correlagdo significativa entre o numero de agregados
de htt e a densidade celular. Para uma melhor interpretacdo dos achados deste trabalho, sdo
necessarios estudos futuros de avaliagdo comportamental e morfolégica para verificar se o
aumento dos agregados de htt ¢ ou ndao benéfico na prevencdo dos sintomas. Bem como
também, estudos que explorem os efeitos de diferentes estimulos presentes no AE em animais

de diferentes idades, a fim de compreender melhor seus efeitos.

Palavras-chave: Doenca de Huntington; Estriado; Neurodegeneracdo; Camundongo
YAC128; Ambiente Enriquecido.



ABSTRACT

Huntington's disease (HD) is considered the most prevalent polyglutamine disease, inherited
genetically and affecting individuals of both sexes, races, and ethnic groups. Its symptoms,
classically characterized by a motor, cognitive, and psychiatric symptomatology triad, usually
emerge gradually between 30 and 50 years old, although it can occur in children and the
elderly. Neurodegeneration in the disease occurs through various mechanisms, mainly
affecting regions of the striatum, which have not been fully elucidated in the literature. One of
the significant mechanisms is the formation of protein aggregates and their possible role in the
disease's neurodegeneration. Currently, there is no cure or effective treatment for HD.
However, in many cases, people can maintain their independence for several years after the
onset of symptoms with the help of medications such as tetrabenazine, deutetrabenazine, and
selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs). However, as the disease progresses, the
patient's quality of life gradually declines until death. Given that a cure is still distant, it is
essential to develop methods that can delay the development and manifestation of symptoms.
One promising approach that can be explored is the enriched environment (EE), which has
been reported in the literature as beneficial in various aspects of health. In this study, we
evaluated the impact of 39 days of exposure to EE on huntingtin protein aggregation using the
YAC128 animal model at 2 months of age through immunohistochemistry for EM48. The
results showed that EE did not cause a significant difference in the number of striatal htt
aggregates in YAC128 mice during the pre-motor phase, and it also did not significantly affect
striatal cell density. Furthermore, there was no significant correlation between the number of
htt aggregates and cell density. For a better interpretation of this work's findings, future
behavioral and morphological evaluation studies are necessary to verify whether the increase
in htt aggregates is beneficial in symptom prevention. Additionally, studies exploring the
effects of different stimuli present in EE in animals of different ages are needed to understand

their effects better.

Keywords: Huntington's disease; Striatum; Neurodegeneration; Mouse YACI28;
Environment Enrichment.
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1INTRODUCAO
1.1 A DOENCA DE HUNTINGTON

As doengas genéticas sdo caracterizadas por modificacdes na sequéncia de
nucleotideos que afetam um segmento especifico do DNA, nomeadamente os genes,
induzindo consequentemente alteragdes na estrutura das proteinas. Os genes representam
segmentos cruciais de DNA que facilitam a sintese precisa de proteinas, a0 mesmo tempo em
que determinam vdarias caracteristicas fenotipicas. Portanto, qualquer erro ou
comprometimento de um unico gene pode atuar como um catalisador para a manifestacao de
um disturbio genético (BROSSE, et al., 1999).

A doenga de Huntington (DH) ¢ uma doenca neurodegenerativa de herancga
autossdmica dominante causada por uma expansao de repeti¢cdes de trinucleotideos citosina,
adenina e guanina (CAGQG), codificadores do aminoacido glutamina, na por¢do 5’ do gene
huntingtina (HTT), localizado no cromossomo 4p16.3. Essa expansado leva a sintese de uma
proteina huntingtina mutada (mHtt) que contém repeti¢cdes de poliglutamina (poli-Q) no
terminal aminico da proteina huntingtina (Htt) anormalmente alongada (HUNTINGTON’S
DISEASE COLLABORATIVE RESEARCH GROUP, 1993) (Figura 1). A DH ¢ a doenca de
poli-Q mais comum entre as existentes e € caracterizada por alteragdes progressivas causando
distirbios motores, psiquidtricos e cognitivos, com deméncia e morte neuronal (GIL &
REGO, 2008; BATES et al., 2015). Apesar da mHtt ser expressa durante toda a vida do
portador da mutacdo, normalmente o inicio dos sintomas se tornam aparentes entre as idades

de 35 e 55 anos (INTERNATIONAL HUNTINGTON ASSOCIATION, 2022).
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Figura 1 - Exemplificagdo da mutacdo genética que leva a DH
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Fonte: adaptado de EuroStemCell
<https://www.eurostemcell.org/sites/default/files/inline-images/14836434032_90bc26f42¢ o.png>, 2023.

A DH causa neurodegeneracdo gradual das células cerebrais, particularmente em
neurdnios do corpo estriado, mas também ocorrendo e em outras regides encefalicas como o
cortex cerebral, hipocampo e hipotalamo (VONSATTEL; DIFIGLIA, 1998; WALDVOGEL
et al., 2014; LEBOUC et al 2020) (Figura 2). A doenca progride ao longo do tempo,
tornando-se fatal entre 15 a 20 anos apds o aparecimento dos primeiros sintomas (GIL &
REGO, 2008). Dados epidemioldgicos mostram que a DH é mais presente na populacao
ocidental e afeta cerca de 3,60 a 7,33 individuos por 100.000 habitantes, enquanto que nos
paises de origem asidtica a prevaléncia ¢ de 0,40 a cada 100.000 habitantes (RAWLINS et
al., 2016). Especificamente no Brasil, ndo existem estatisticas oficiais quanto ao niimero de
casos de DH, em um estudo realizado na regido sul do pais revelou uma prevaléncia de 1,85

individuos por 100.000 habitantes (CASTILHOS et al., 2019).



12

Figura 2 - Encéfalo humano representando as partes mais afetadas pela DH.
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Fonte: adaptado de FRANK H. NETTER, MD - Netter Atlas de Anatomia Humana Editora Elsevier.

1.2 SINAIS E SINTOMAS CLINICOS DA DH

A sintomatologia clinica da DH possui uma variabilidade que ¢ interindividual, mas
geralmente ¢ definida por uma triade de sintomas motores, cognitivos e psiquidtricos,
potencialmente causados pela disfuncdo e morte celular neuronal geradas pela doenga (ROSS
& TABRIZI, 2011). A DH pode ocasionar também disturbios periféricos, que incluem perda
de peso, e disfungdo do sistema nervoso autonomo (AJITKUMAR; JESUS, 2021).
Recentemente, com estudos sobre o eixo cérebro-intestino, também foram encontradas
alteracdes na microbiota intestinal em pacientes com a DH (DU et al., 2021; RHUTIK S
PATIL et al., 2021).

Os sintomas motores podem ser divididos em movimentos coreicos como distirbios
da marcha progressivos, que tendem a aparecer precocemente no curso da doenca e
deficiéncias motoras, como bradicinesia e rigidez, observadas em pacientes em estagio
avancado da DH. Com relagdo aos sintomas cognitivos podem ser detectados até uma década
antes do diagndstico motor e o declinio progride a medida que a doenga progride. Os déficits
incluem lentidao cognitiva e diminuicao da atencao e da flexibilidade mental. J4 nos sintomas
psiquiatricos, que também sao observados precocemente nos pacientes com DH, ¢ observado

que os mesmos sdo frequentemente deprimidos e apresentam sinais de apatia, irritabilidade,
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impulsividade, ansiedade e desinibi¢do social (ROSS et al., 2014; SAUDOU; HUMBERT,
2016; MARTINEZ-HORTA et al., 2016).

Os critérios utilizados para o diagnodstico sao obtidos através de um conjunto de
elementos, como o histdrico familiar detalhado, exames de neuroimagem, observagao clinica
do déficit motor progressivo associado a coréia ou rigidez, bem como altera¢des psiquiatricas
com deméncia progressiva, sem causa definida (ROSS e TABRIZI, 2011). A partir da
presenca destes sintomas, ¢ realizado o teste genético, de forma a avaliar a presenca da
mutacdo associada @ DH, identificando o numero das repeticdes de CAG para confirmar o
diagnéstico (GIL-MOHAPEL & REGO, 2011; CARIMAN & SESTI, 2022).

Tratando-se de uma doenga de heranca genética que até o momento ndo existe cura, o
tratamento para a DH atual baseia-se em amenizar os sintomas em busca da melhora na
qualidade de vida dos pacientes, sendo feita uma abordagem multidisciplinar envolvendo
médicos, enfermeiros, fisioterapeutas, fonoaudidlogos, nutricionistas, assistentes sociais,
entre outros profissionais de saude e aliados (INTERNATIONAL HUNTINGTON
ASSOCIATION, 2022). Para o controle terapéutico da coreia, o principal distarbio motor da
doenca, existem atualmente dois medicamentos aprovados pela agéncia americana Food and
Drug Administration (FDA). O primeiro ¢ a tetrabenazina, aprovada em 2008, sendo este, o
primeiro medicamento aprovado para uso na DH nos Estados Unidos. Seu uso ¢ eficaz para o
controle dos movimentos coreicos, porém seus efeitos adversos podem impactar
negativamente o seu uso, gerando possiveis distirbios de sono, aumento dos riscos de
depressdo, pensamentos e comportamentos suicidas, ansiedade e agitacdo (FDA, 2008). Em
2017 foi aprovado a comercializagdo da deutetrabenazina, uma versdo modificada da
tetrabenazina que contém moléculas de deutério, resultando em uma meia-vida prolongada no
sistema, podendo a administragdo ser feita em doses mais baixas e menos frequentes em
comparag¢do com a tetrabenazina (HUNTINGTON STUDY GROUP et al., 2016), com menor
variabilidade do metabolismo e wuma possivel diminui¢do dos efeitos colaterais
(RODRIGUES et al., 2017). Atuam como inibidores seletivos da recaptacdo da monoamina
vesicular tipo 2 (VMAT2), diminuindo a recaptagdo e o armazenamento de
neurotransmissores, como dopamina, norepinefrina e serotonina, nas terminagdes nervosas
pré-sinapticas. Essa diminui¢do da disponibilidade de neurotransmissores, especialmente
dopamina, contribui para o controle dos sintomas motores em condi¢des como a DH (FDA,
2017), entretanto, a deplegdo de serotonina e norepinefrina possivelmente ¢ o fator
responsavel pela piora dos sintomas de depressdo e ansiedade que ja acompanham a DH

(WYANT; RIDDER; DAYALU, 2017).
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O tratamento para os sintomas psiquidtricos na DH incluem intervengdes ndo
farmacologicas, como terapia cognitivo-comportamental ou terapia psicodinamica, mas essas
abordagens podem ser limitadas no contexto do comprometimento cognitivo. Como
abordagens farmacologicas podem ser utilizados inibidores seletivos da recaptagdo de
serotonina (IRSS) (citalopram, fluoxetina, paroxetina e sertralina) e mirtazepina e
venlafaxina, que possuem efeitos serotonérgicos e noradrenérgicos (MCCOLGAN e
TABRIZI, 2017).

Com relagdo a acessibilidade relacionada ao tratamento e diagnostico da Doencga de
Huntington (DH), observa-se no contexto brasileiro a atuagdo voluntaria da Associagdo
Brasil Huntington (ABH). Essa organizagdo presta apoio e orientagcdo as familias afetadas
pela DH, defendendo seus interesses e divulgando informagdes, com o objetivo de promover
a melhoria da qualidade de vida dos pacientes e seus familiares, sem fins econdmicos
(ASSOCIACAO BRASIL HUNTINGTON, 2023).

Entretanto, a falta de dados publicos epidemioldgicos sobre a DH pode gerar
dificuldades no diagnostico, no planejamento de profissionais para um acompanhamento
multidisciplinar do paciente e na distribuicio de medicamentos pelo Sistema Unico de Saude
(SUS). Em 30 de janeiro de 2014, foi instituida a Portaria 199/204, estabelecendo a Politica
Nacional de Aten¢do Integral as Pessoas com Doengas Raras no ambito do SUS. Essa
medida abriu caminho para incentivos financeiros de custeio e, consequentemente, para o
diagnostico da DH (CEDARO et al., 2020). No que tange ao servi¢o de aconselhamento
genético, constatou-se que 73,8% das familias afetadas pela doenga ndo tiveram acesso a esse
servigo, enquanto 26,2% obtiveram. Quanto ao tratamento dos sintomas da DH, 57,7% das
pessoas recorrem a rede particular de saude e 42,3% ao SUS . Anteriormente, o Brasil
carecia de politicas ou programas voltados especificamente para essa populacdo, porém,
espera-se que acdes efetivas direcionadas a essa tematica avancem no pais. Isso pode incluir
a descentralizacdo e a expansdao dos centros de referéncia em doengas raras, como a DH,
visando uma maior cobertura e melhor assisténcia aos pacientes e suas familias. A busca por
solucdes e o apoio de instituicdes como a ABH sdao fundamentais para o avango no
tratamento e cuidado dos individuos com Doenga de Huntington no Brasil (CARIMAN &
SESTI, 2022).
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1.3 HUNTINGTINA E A NEUROPATOLOGIA DA DH

Na Htt existe um segmento poli-Q de comprimento variavel perto de seu terminal
aminico. O comprimento da repeti¢ao do trinucleotideo CAG que codifica este segmento pode
ser determinado em qualquer individuo, ¢ classificado como normal, em risco ou clinicamente
diagnosticado com DH, através da técnica de reacdo de amplificagdo em cadeia da polimerase
(PCR do inglés, polimerase chain reaction), com primers de oligonucleotideos flanqueadores
especificos (HUNTINGTON’S DISEASE COLLABORATIVE RESEARCH GROUP, 1993).
A repetic¢do ¢ polimorfica na populagdo normal e fica em torno de 6 a 35 unidades. Se for uma
expansdao de 40 unidades ou mais, a mutacao ¢ altamente penetrante, o que desencadeia um
processo de doenca que inevitavelmente leva ao aparecimento de sinais motores diagnosticos
da doenca. Repeti¢des de 36 a 39 unidades CAG demonstram uma penetrancia diminuida,
onde alguns individuos desenvolvem a DH, enquanto outros passam a vida sendo
assintomaticos (BATES et al., 2015).

A mHtt causa disfuncdo e morte neuronal através de varios possiveis mecanismos,
que ainda ndo estdo completamente elucidados. Um deles € relacionado aos efeitos diretos dos
fragmentos N-terminais de poli-Q anormais a partir da clivagem da mHt. A mHtt tem
propensao para formar agregados anormais e efeitos na proteostase celular, transporte axonal,
desregulagdo da transcrigdo, traducao, disfungdo sinaptica e atividade anti-apoptética (ROSS
& TABRIZI, 2011; BATES et al., 2015; AJITKUMAR; JESUS, 2021). Na DH também existe
a presenca de inclusdes neuronais intranucleares que formam-se antes do inicio clinico da
doenca e tendem a aumentar durante seu curso. Esses agregados sdo o resultado do acimulo
de agregados proteicos anormais advindos da clivagem de mHtt e posteriormente
ubiquitinagdo e transporte para o nucleo (DIFIGLIA et al., 1997; BENN et al., 2010). Estas
inclusdes podem ser um dos fatores desencadeadores de lesdo e morte neuronal na DH,
devido a alteragdo no funcionamento neuronal (BARSOTTINI; FERRAZ, 2005), visto que,
varias proteinas interagem de forma anormal com a mHtt e sdo recrutadas para os agregados
proteicos, causando a desregulacdo transcricional de importantes vias intracelulares
(GIL-MOHAPEL & REGO, 2011; MCCOLGAN e TABRIZI, 2017). Em contraponto, outros
estudos demonstram que as inclusdes de mHtt podem apenas representar outros mecanismos
secundarios da disfuncdo celular, podendo até mesmo exercer um mecanismo protetor da
forma toxica da proteina durante as fases iniciais da doenga (SAUDOU et al., 1998;
ARRASATE & FINKBEINER, 2012), através do sequestro de fragmentos e oligdmeros
toxicos de mHtt (GIL-MOHAPEL & REGO, 2011).
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Além destes, outros mecanismos que estdo envolvidos com a morte neuronal na DH
sd0 o prejuizo na autofagia, na fun¢do do proteassoma e na disfungdo mitocondrial (figura 3),
que leva ao acamulo de espécies reativas de oxigénio e a0 aumento da apoptose por ativagao
de determinadas vias apoptdticas que podem contribuir para esta patologia (CAVISTON &
HOLZBAUR, 2009; GIL-MOHAPEL & REGO, 2011; FIELDS et al, 2021).

Figura 3 - Modelo de patogénese celular na doenga de Huntington.
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Legenda: A htt pode ser transportada para o nicleo e ter um papel na regulacdo transcricional (1). As
chaperonas facilitam o reconhecimento de proteinas anormais, promovendo seu redobramento ou ubiquitinagao
(Ub) e subsequente degradagdo pelo proteassoma. A muta¢do induz mudangas conformacionais e
provavelmente causa o dobramento anormal da htt, o que, se ndo corrigido pelas chaperonas, leva ao acuimulo
de htt mal dobrada no citoplasma (2). Alternativamente, a htt mutante também pode ser clivada
proteoliticamente, dando origem a fragmentos amino-terminais que formam estruturas de folha-§ (3). A
toxicidade pode ser desencadeada pela htt mutante de comprimento total ou pelos fragmentos amino-terminais
clivados, que podem formar mondmeros soluveis, oligdbmeros ou agregados insoluveis grandes. No citoplasma,
as formas mutantes de htt podem prejudicar o sistema ubiquitina-proteassoma (UPS), levando ao actimulo de
mais proteinas mal dobradas (4). Essas proteinas toxicas também podem prejudicar o transporte normal de
vesiculas e a endocitose. Além disso, a presenga de htt mutante pode ativar proteinas pro-apoptodticas
diretamente ou indiretamente por danos mitocondriais, levando a uma maior toxicidade celular e outros efeitos
deletérios (5). Em um esforgo para se proteger, a célula acumula fragmentos toxicos em agregados perinucleares
citoplasmaticos ubiquitinados (6). Além disso, a htt mutante pode ser translocada para o ntcleo para formar
inclusdes nucleares, o que pode interferir na transcrigdo e no UPS (7).

Fonte: adaptado de LANDLES & BATES, 2004.
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1.3.1 Neurodegeneracio estriatal

O estriado € uma das principais estruturas dos nticleos da base e ¢ composto por trés
principais estruturas:o nucleo caudado, o putamen e o globo palido, como ja demonstrado
anteriormente na figura 2. Possui envolvimento em varias fungdes motoras, cognitivas e
emocionais, sendo uma das func¢des mais importantes do corpo estriado a regulacdo do
movimento voluntario. Ele desempenha um papel critico na coordenacdo dos movimentos e
na iniciagdo, supressdo e ajuste fino da atividade motora (LEBOUC et al 2020). O estriado ¢
composto majoritariamente pelos neurdnios espinhosos médios (MSNs, do inglés, Medium
spiny neurons), chegando a ser 95% de sua composi¢do, além também de interneuronios,
compondo os os outros 5% da populacdo neuronal estriatal (REINER & DENG, 2018).

A Htt tem como uma de suas fungdes conhecidas e mais importantes o papel de
transporte vesicular de substancias, entre elas a neurotrofina BDNF, a qual ¢ encontrada em
niveis diminuidos no encéfalo de pacientes e em modelos animais para DH (FERRER et al.,
2000; ZUCCATO; CATTANEO, 2009; PLACIDO et al., 2021). O BDNF possui suma
importancia na manuten¢do e sobrevida de algumas células especificas do sistema nervoso

central (SNC), especialmente neuronios do estriado (ZUCCATO et al., 2007) (Figura 4).
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Figura 4 - Comparacao da neurodegeneracao do estriado na DH
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Legenda: (A) Imagem de Ressonancia Magnética (RM), mostrando em um corte coronal do encéfalo de um
individuo saudavel (controle) com um individuo afetado com DH, com redugéo significativa do estriado
(caudado e putamen) e alargamento dos ventriculos laterais. Fonte: Adaptado de BATES, 2015. (B) O esquema
representa o esquema dos graus da neurodegeneracéo estriatal, de acordo com a escala de graus de Vonsattel. No
grau 0, observa-se macroscopicamente um cérebro indistinguivel de cérebros normais, porém ja ocorreu uma
perda neuronal de 30 a 40% no corpo estriado. A progressdo da neuropatologia ocorre do grau 1 ao grau 4, com
atrofia progressiva e perda neuronal. No grau 4, registra-se uma perda neuronal de até 95% no corpo estriado.
Fonte: adaptado de Ellison & Love (2004).

Os neurdnios espinhosos médios do estriado sdo seletivamente vulneraveis aos efeitos
da mHtt, o que desencadeia a neurodegeneracdo estriatal. Essa neurodegeneragdao ocorre em
um curso de duas fases distintas. Inicialmente, hd a perda de MSNs da via indireta
(inibitoria), resultando em um fenotipo de sintoma hipercinético. Esses MSNs projetam-se
para o globo palido externo (GPe), nucleo subtalamico (NST), globo palido interno (GPi),
talamo e cortex. Essa via, composta por neurdnios inibitérios GABAérgicos, exerce um papel
na inibi¢do de movimentos indesejados, prevenindo a hipercinesia. Posteriormente, ocorre a

perda de MSNs da via direta (excitatdria), levando a um fendtipo de sintoma hipocinético. A
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via direta projeta-se diretamente para o GPi, tdlamo e cortex, facilitando movimentos
desejados e evitando a hipocinesia. A neurodegeneracao estriatal associada ao mHTT afeta
seletivamente os MSNs, resultando em uma alteracao sequencial nas vias indireta e direta do
estriado. Essa disfun¢do compromete o equilibrio entre os mecanismos inibitorios e
excitatorios, o que contribui para os sintomas hipercinéticos e hipocinéticos observados na
DH (LEVINE et al., 2014; MCCOLGAN e TABRIZI, 2017) (Figura 5). Um dos motivos que
fazem com que o estriado seja mais suscetivel a degeneracao ¢ a redugdo da expressao de
fatores troficos na regido, devido ao comprometimento deste transporte de vesiculas contendo

neurotrofinas na dire¢do cortex-estriado, em especial o BDNF (GAUTHIER et al., 2004).

Figura 5 - Principais projecdes estriatais envolvidas no controle motor e afetadas na DH.
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Legenda: Na via direta, que desempenha papel excitatorio, os MSNs recebem aferéncias dos neurénios
piramidais corticais e se projetam para o GPi e a SNr. Ja na via indireta, com funcao inibitdria, os MSNs
recebem aferéncias dos neurdnios piramidais corticais ¢ se projetam para o GPe. O GPe, através de projegdes
para o NST, influencia o GPi ¢ a SNr. E possivel observar também na figura que os MSNs podem ser modulados
por SNc e o Talamo. GPe: globo palido externo; GPi: globo palido interno; MSN: neurdnios espinhosos médios;
NST: nucleo subtalamico; SNc: substancia negra pars compacta; SNr: substancia negra pars reticulata.
Fonte: Desenvolvido pelo autor com BioRender.com, 2023.

1.4  MODELOS ANIMAIS NA DOENCA DE HUNTINGTON

A partir da descoberta da causa genética da DH (HUNTINGTON’S DISEASE
COLLABORATIVE RESEARCH GROUP, 1993), diversos modelos animais foram criados
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para estudar os mecanismos da doenga, tendo como primeiros modelos genéticos,
desenvolvido em 1996, os modelos R6/1 e R6/2, com a inser¢do de uma porcao do gene da
huntingtina mutante de um paciente com a doenca (MANGIARINI et al., 1996). Esses
modelos apresentam sintomas motores e metabolicos, além de uma progressao rapida dos
sintomas (BENN et al., 2010). Devido a sua expectativa de vida curta e fendtipo de avango
acelerado da doenga, foram elaborados outros modelos com caracteristicas transgénicas
distintas, como os modelos que expressam o comprimento total do gene HTT inserido em
seus genomas, BAC (Bacterial Artificial Chromosome), através de um cromossomo artificial
de bactéria, e YAC (Yeast Artificial Chromosome), por um cromossomo artificial de levedura
(KIM et al, 2021). Além disso, existe uma outra categoria de modelos animais chamados de
Knock-in, que inclui camundongos nas quais a repeticdo CAG expandida ¢ inserida
diretamente no gene da Htt do camundongo, e inclui modelos como HdhQ97, HdhQ111 e
HdhQ150 (WHEELER et al., 2000).

1.4.1 Camundongos YAC128

Expressando o gene inteiro humano da DH com aproximadamente 128 repeti¢cdes de
CAG, o camundongo transgénico YAC128 apresenta uma neurodegeneracao estriatal seletiva,
com déficits motores e cognitivos progressivos a partir dos 3 meses de idade, além de uma
sobrevida estendida (figura 6), que faz este modelo ser considerado o de melhor
representatividade da condi¢do humana (SLOW et al., 2003; EHRNHOEFER et al., 2009;
NASCIMENTO-CASTRO et al., 2022).

Exibem um padrao de comprometimento motor bifasico de atividade, com
hipercinesia aos 3 meses de idade, seguido por hipocinesia detectada aos 12 meses de idade
(VAN RAAMSDONK et al., 2007). Apresentam também, disturbios psiquiatricos
semelhantes aos de humanos, como o comportamento tipo-depressivo € tipo-ansioso nos
estagios iniciais da DH (POULADI et al., 2008; WELTER, 2021, p. 97;
NASCIMENTO-CASTRO et al., 2022). Além disso, manifestam o aumento da huntingtina
nuclear aos 12 meses de idade no estriado e ja podem ser encontrados agregados proteicos de
htt mutada a partir dos 2 meses de idade nesta regido (VAN RAAMSDONK et al., 2005).
Demonstrando que, este modelo possui uma 6tima possibilidade de estudo dos mecanismos
implicados na fisiopatologia da doenca, abrindo espaco para investigar potenciais estratégias
terapéuticas que possam modificar e preservar alguns aspectos no curso da progressao da DH

(VAN RAAMSDONK et al., 2005; GIL-MOHAPEL et al., 2011).
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Figura 6 - Linha temporal dos animais YAC128 da DH.
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Legenda. Figura representativa da linha temporal dos animais YAC128
demonstrando as principais alteragcdes comportamentais e morfoldogicas. Fonte: adaptado de
GIL-MOHAPEL et al (2011).

1.5 AMBIENTE ENRIQUECIDO

Como descrito anteriormente, sabe-se que a DH ¢ uma doenga progressiva e sua taxa
de progressdo varia entre pessoas, mesmo as que possuem comprimentos de repeti¢des de
CAG idénticos, o que pode sugerir que fatores ambientais podem influenciar na progressao da
doenca (WEXLER et al., 2004).

O AE, tem por sua defini¢do padrao ser “uma combinagao de estimulos complexos
de objetos inanimados e sociais que influenciam aspectos morfofuncionais cerebrais por
aumentar a estimulagdo sensorial, cognitiva, motora e de interagdo social” (VAN PRAAG et
al., 2000), quando comparado com a condi¢do padrao de habitagdao de roedores (GELFO et
al.,2011).

O efeito no retardo do aparecimento de sinais neurologicos em camundongos da DH,
possivelmente se da devido a um aumento da entrada sensorial e/ou atividade motora com
influéncia direta no corpo estriado, por exemplo, alterando o nimero sindptico e a morfologia
dos neurdnios espinhosos médios (VAN DELLEN et al., 2000). Ja a melhora no desempenho
dos roedores em testes comportamentais, como ja demonstrado em trabalhos como de
WELTER (2021, p. 97), podem ser, em parte, explicaveis pela descoberta de que o AE regula
a expressdo génica em varias células e tecidos do encéfalo (BENN et al., 2010), alterando a
plasticidade cerebral (PLACIDO, 2018, p. 97), modificando a produgdo de proteinas e

modulando os processos bioquimicos de, por exemplo, neurotransmissores, fatores
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neurotroficos, como o BDNF, além de hormdnios e fatores imunologicos (KEMPERMANN,

2019).

Figura 7 - Efeitos do ambiente enriquecido no sistema nervoso central
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Legenda: Enriquecimento ambiental e os efeitos da estimulag@o sensorial, motora e cognitiva em
diferentes areas do encéfalo de camundongos de acordo com o tipo de estimulos ¢ objetos. Fonte: Adaptada de
Nithianantharajah e Hannan, 2006.

Embora suas formas sejam diferentes, a condi¢do de AE em humanos pode ser
executada através de um ambiente com estimulagdo mental, que ¢ capaz de melhorar a
capacidade de resposta aos novos desafios e fungdes psicossociais (SINGHAL et al., 2014).
Uma vez que ainda ndo existem tratamentos eficazes para doengas como a DH, o aumento da
estimulacdo ambiental pode ser considerado como uma possivel estratégia terapéutica para a
melhora dos sintomas e o retardo da progressao dessa doenga, entre outras doencas
neurodegenerativas, visto que ha registros na literatura de efeitos benéficos da estimulacao
ambiental que foram demonstrados em pacientes com DH, onde um ambiente mais
estimulante demonstrou melhorar o funcionamento fisico, mental e social de individuos
(SULLIVAN et al., 2001; ZINZI et al., 2007), mesmo de individuos em estagio avangado da
doenga (GIL-MOHAPEL et al., 2011).
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2 JUSTIFICATIVA

A DH ¢ a doenga mais comum entre as doengas neurodegenerativas hereditarias. Ela
se manifesta em geral na vida adulta, sendo a idade de inicio dos sintomas parcialmente
determinada pelo nimero das repeticdes CAG expandidas no gene relacionado a doenca, e a
outros fatores genéticos e ambientais. Ainda ndo ha cura nem tratamento efetivo para
controlar a progressao da DH. Essa falta de opcdes terapéuticas satisfatorias e progndstico
favoravel contribui para a relutdncia dos possiveis portadores da mutacdo em realizar testes
genéticos. No entanto, o momento ideal para a introdugdo de estratégias terapéuticas capazes
de modificar o curso da DH ¢ antes do aparecimento dos sintomas caracteristicos da doenca,
como a coréia. Nessa fase, ja ¢ observada uma significativa neurodegeneragdo. A partir do
conhecimento da causa genética da doenca, foram desenvolvidos modelos para estudar a
doenca. Entre esses modelos, destacam-se os camundongos YAC128, que expressam o gene
humano inteiro da DH e reproduzem o fenétipo apresentado por individuos com DH ao longo
da vida. Esse modelo animal se tornou uma ferramenta valiosa para investigar o potencial de
estratégias terapéuticas, como o AE. O AE consiste em proporcionar um ambiente estimulante
para os animais, com atividades fisicas, sociais e cognitivas, visando melhorar sua qualidade
de vida e reduzir os sintomas da DH. Ao utilizar o0 modelo de camundongos YACI128, ¢
possivel avaliar a capacidade do AE em retardar e atenuar o conjunto de sintomas que
impactam a vida dos portadores da DH. Isso inclui ndo apenas a coréia, mas também outros
aspectos cognitivos, motores e emocionais afetados pela doenga. O AE se mostra promissor
como uma abordagem terapéutica potencialmente eficaz e pode fornecer valiosos potenciais

para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas direcionadas aos pacientes com DH.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da exposicao ao AE na neurodegeneragdo e agregacdo de htt estriatal

em camundongos YACI128 .

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos da exposicao ao AE:

- Na formag¢do de agregados proteicos de huntingtina mutante através de

imuno-histoquimica utilizando o anticorpo EM48;

- Na neurodegeneracdo estriatal através da avaliagdo da densidade de células

marcadas com DAPI (4',6'-diamino-2-fenil-indol).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados uma pequena amostragem a partir das amostras encefalicas de
camundongos transgénicos (YAC128) coletados e fixados em solucao de paraformaldeido 4%
pela mestra Priscilla Gomes Welter, tendo ela realizado e desenvolvido os topico 4.2 e 4.3.
Os animais eram mantidos em condi¢des de biotério padrdo: ciclo claro/escuro padrao de 12
horas (luzes acesas as 07:00 horas) e a temperatura de 20 - 22°C com livre acesso a agua e
comida. As gaiolas continham no maximo seis camundongos com ambos os genotipos
(YACI128 e selvagem) na mesma gaiola. Os procedimentos experimentais foram aprovados
pela comissdo de ética no uso de animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA,

Florianopolis, Brasil; Numero do Protocolo: 4502210318).

Figura 8 - Protocolo de divisdo dos animais utilizados para o presente estudo
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Controle Enriquecido

Legenda: Os animais foram genotipados e divididos pela entdo mestranda Priscilla Gomes Welter em 2 grupos:
Camundongos YAC128 AE e AC.
Fonte: o autor, 2023.

4.2 GENOTIPAGEM

O material genético para a realizagdo da genotipagem foi obtido a partir de amostras
de tecido da orelha. As amostras foram incubadas em 300uL de solucao de lise (250uL de
solugdo de lise nuclear, 50pL. de EDTA, 2uL de proteinase K (20mg/ml) e 2uL de solugdo de
RNAse) por 3 horas a 55°C. Apds a digestdo, foram adicionados 100uL de solugdo de
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precipitagdo proteica. Os tubos foram agitados, mantidos no gelo por aproximadamente 5
minutos e centrifugados a 14000g durante 4 minutos. O sobrenadante foi coletado e
transferido para um tubo eppendorf contendo 300uL de alcool isopropilico. As amostras
foram novamente centrifugadas a 14000g durante 1 minuto e, posteriormente, o sobrenadante
foi descartado. Foram adicionados 300uL de etanol 70% e, em seguida, os tubos foram
centrifugados a 14000g por 1 minuto. O alcool foi descartado e, apds a secagem completa do
tubo, o DNA foi reidratado com 50uL de dgua livre de nuclease. A PCR foi realizada em
tubos de 200uL por meio da adi¢do de mix contendo SpuL de Master Mix e 0,5uL de cada par

de primers utilizados para a identificacio do genétipo, que foram: LYAl= 5’

CCTGCTCGCTTCGCTACTTGGAGC 3, LYA2= 5
GTCTTGCGCCTTAAACCAACTTGG 3, RYAl= 5
CTTGAGATCGGGCGTTCGACTCGC 3, RYA2= 5’

CCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGC 3’, e os primers utilizados como controle positivo:
Actina R= 5’ AGCCTCAGGGCATCGGAACC 3’, Actina F= 5’
GGAGACGGGGTCACCCACAC 3’. Por ultimo, sao adicionados 2 pL de cada amostra de
DNA (volume final: 10 pL). As amostras foram colocadas no termociclador, utilizando um
ciclo previamente padronizado para a amplificacdo dos fragmentos de DNA, utilizando
primeiro ciclo de 3 minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos
a 63°C e 30 segundos a 72°C seguidos por 10 minutos a 72°C e a 4°C. Apos a amplificacao,
foi realizada a eletroforese aplicando as amostras em gel de agarose 1,5% com 10,000X Syber
e o resultado foi visualizado em fotodocumentador CHEMIDOC, equipamento do

Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB) (Figura 9).
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Figura 9 - Imagem representativa do gel de genotipagem dos camundongos selvagem e

YACI128.

Legenda: Os simbolos (+) indicam animais positivos para a mutagdo (YAC128) ¢ o (-) indicam animais
negativos para a mutagdo (selvagens). A primeira banda representa a banda de actina (450pb), presentes em
todos os animais (controle positivo). As duas bandas seguintes representam a mutagdo genética presente nos

camundongos transgénicos, LYA (230pb) e RYA (170pb).
Fonte: Adaptado de WELTER, 2021.

43  PROTOCOLO EXPERIMENTAL

No dia pés-natal (DPN) 21, a entdo mestranda Priscilla Gomes Welter realizou o
desmame e dividiu os animais em dois ambientes: controle (AC) e enriquecido (AE). Os
animais do AC foram alojados em gaiolas padrdo (29 x 18 x 12 cm) e os camundongos do AE
foram alojados em uma gaiola maior (39 % 32 x 16 cm) contendo quatro objetos intercalados
entre tubos de plastico ou papeldao, barbante ou arame encapado, toca de plastico, rede
produzida a partir de mascaras cirurgicas, algodao para nidificacdo, pecas de lego, roda em
posicdo horizontal sem suporte que possibilitasse a corrida (Figura 10). Esses objetos eram
trocados duas vezes por semana, onde dois objetos permaneciam na caixa e dois objetos eram
trocados. Os animais foram expostos por 39 dias consecutivos nos respectivos ambientes
(DPN 21 até o DPN 60). Com 60 dias de vida os animais foram perfundidos ¢ os encéfalos
retirados para a avaliagdo da agregagdo proteica da DH na regido estriatal dos animais (figura

11)
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Figura 10 - Exemplos de AE utilizados neste trabalho

Legenda: Exemplos de objetos utilizados para fornecer um AE. Na imagem ¢ possivel visualizar tubos de
plastico e de papeldo, pecas de lego, rede produzida a partir de mascara cirtrgica, toca de plastico e roda em
posi¢do horizontal.

Fonte: Adaptado de Welter, 2021

Figura 11 - Desenho experimental

Ambiente Controle ou
Ambiente Enriquecido

AN

I
YAC128 |
0

~—1T
Y,

N

60 61

Eutanasia e
avaliagdo
morfologica

Nascimento
Genotipagem

Legenda: Linha de vida dos animais utilizados no experimento realizado pela entdo mestranda Priscilla Gomes
Welter. Os animais YAC128 ficaram expostos ao AE a partir dos 21 dias de idade até completarem 60 dias de
vida. AC: Ambiente controle. AE: Ambiente enriquecido.

Fonte: Autor, 2023.
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44  PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Apos os 39 dias de exposi¢do ao ambiente enriquecido, os animais foram
anestesiados intraperitonealmente (i.p.) com quetamina (100 mg/Kg) e xilazina (8 mg/Kg) e
perfundidos com solu¢do salina 0,9%, seguida de paraformaldeido 4%. Os encéfalos foram
removidos da calota craniana e ficaram por 12 horas em solugdo de paraformaldeido 4%, e
foram colocados em solugdao de sacarose a 30%. Entdo foram realizados cortes encefalicos
coronais seriados de 30um de espessura utilizando o equipamento Vibratomo (Vibratome,
Series 1000, St. Louis, MO, EUA). As fatias contendo o estriado foram coletadas em 1/6

séries e mantidas em solugdo de PBS (salina tamponada de fosfato) com azida 0,01%.

4.4.1 Imuno-histoquimica

Para determinar se a localizagao nuclear ou citoplasmatica seletiva da htt mutante
contribui para a degeneracdo seletiva em camundongos YACI128, realizamos a marcagdo de
uma série coronal de segdes cerebrais de YAC128 com o anticorpo EM48. Esse anticorpo foi
desenvolvido contra os primeiros 256 aminoacidos do htt e apresenta alta afinidade por
fragmentos do htt mutante, especialmente aqueles que estdao agregados (GUTEKUNST et al.,
1999; KUEMMERLE et al., 1999;SLOW et al., 2003).

Para realizar a imuno-histoquimica com EM48, incubou-se uma série de fatias
coronais contendo o estriado (Bregma 1.78 a -0,82), que entdo foram lavadas com solugao
PBS 0,1M. Apo6s a lavagem , o tecido foi bloqueado com solucdo de bloqueio a 5% (soro de
burro normal a 5% em PBS 0,1M com Triton X-100 a 0,25%) por 1 hora em temperatura
ambiente e incubado com um anticorpo primario anti-EM48 (MABS5347, 1:200, Merck
Millipore, EUA) por um periodo de 48 horas a 4°C. As fatias foram lavadas (PBS 0,1M e
Triton X-100 a 0,25%) e bloqueadas novamente com soro de burro normal a 2% em PBS
0,IM com Triton X-100 a 0,25% por 10 minutos em temperatura ambiente, entdo foram
incubadas com um anticorpo secundario de IgG de burro anti-rato conjugado com Alexa
Fluor 568 em solugdao de bloqueio a 5% em temperatura ambiente por 2 horas. Ao final da
preparacdo, foi realizada uma marcacdo com DAPI, um marcador de nucleo celular por 5

minutos.
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45  QUANTIFICACAO

As amostras analisadas foram separadas em 2 grupos e utilizados 3 animais por grupo
correspondente ao ambiente os quais os animais faziam parte, sendo eles, YAC128 em
ambiente controle (AC) e YACI28 em ambiente enriquecido (AE). As amostras foram
visualizadas e quantificadas no microscopio de fluorescéncia BX41 fornecido pelo LAMEB.
Foram analisados 4 cortes encefalicos da regido do estriado, olhando para ambos os
hemisférios, por animal, tanto para as inclusdes proteicas quanto para as células positivas para
DAPI. Na analise de inclusdes foi realizado uma média da quantidade de inclusdes
encontradas em cada corte por animal. Para a quantificagdo de células positivas para DAPI foi
utilizado o software Fiji (SCHINDELIN et al., 2012), criado a partir do programa de codigo
aberto ImageJ (RUEDEN, C. T., 2017).

4.6  ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Statistica 7 (StatSoft
Inc., Tulsa, OK, EUA) e Stata/MP 14.2 (StataCorp, College Station, TX, EUA). Todos os
dados foram analisados quanto a sua normalidade utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnof,
e os resultados obtidos foram analisados por Teste T de Student. Os valores foram expressos
como média = erro padrao da média (E.P.M.), e os resultados foram considerados
significativos quando p < 0,05. Os graficos foram montados utilizando o software Microsoft
Excel e Stata/MP 14.2A avaliagdo de correlagdao entre os dados das células marcadas com
DAPI e Células EM48+foi realizada através do teste de Correlagdo de Pearson (r). O valor de

p=<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS

Com o desenvolvimento do presente estudo foi investigado se a exposi¢ao a uma
condi¢do de AE gera um possivel impacto na formacao de agregacdo proteica de huntingtina,
bem como, na neurodegeneracdo na DH, através de analises morfoldgicas do estriado (figura

12) a partir de protocolos desenvolvidos e aplicados no modelo animal YAC128.

Figura 12 - Imagens de um corte de encéfalo de YAC128 marcado com fluorescéncia

demonstrando a area do estriado.

Legenda: Trés imagens representativas, demonstrando a 4rea encefélica (estriado) analisada no espectro de luz
azul com DAPI (A), vermelho com EM48 (B), e uma exemplificacdo da area delimitada do estriado analisada
no trabalho (C) em um aumento de 4x no microscopio BX41(Barra de escala = 100um) fornecido pelo LAMEB.
Fonte: O autor, 2023
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5.1 IMUNO-HISTOQUIMICA PARA EM48

A avaliagdo de agregados de huntingtina foi realizada através de imuno-histoquimica
para o EM48, por apresentar alta afinidade por fragmentos da mHtt, e co-marcado com DAPI,

um marcador de nucleo celular, para melhor analise dos agregados de Htt, as imagens

representativas estdo na figura 13.

Figura 13 - Imunofluorescéncia de EM48 mostrando agregagao da proteina Htt e densidade
celular marcada com DAPI no estriado de camundongos e YAC128.

Merge

Células EM48+ DAPI

YAC128 AC

YACI28 AE

Legenda: Segdes representativas do estriado processadas para imunofluorescéncia de EM48 ¢ DAPI em
camundongos YAC128 em AC e camundongos YAC128 no AE. As fotografias foram tiradas com uma objetiva
de 40x no microscopio BX41(Barra de escala = 50um) fornecido pelo LAMEB. AC: ambiente controle, AE:
ambiente enriquecido. Fonte: o autor, 2023.

52  AVALIACAO DOS AGREGADOS PROTEICOS

Os agregados proteicos de htt foram avaliadas através da quantificagio de EM48 ao
longo do estriado em encéfalos de camundongos e YAC128 em ambiente controle e ambiente

enriquecido. Foi realizado o teste T de Student, o qual revelou que nao houve um efeito

significativo do ambiente [p = 0,44] na analise.
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Figura 14 - Analise de células EM48+
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Legenda: nimero de agregados proteicos de htt marcados com EM48 por imuno-histoquimica encontrados no
estriado de animais YAC128 expostos ao AC ¢ ao AE.

53 EFEITO DO AE SOBRE A DENSIDADE CELULAR ESTRIATAL

As células marcadas com DAPI foram quantificadas ao longo do estriado em
encéfalos de camundongos YAC128 (Figura 15). O teste T de Student revelou que ndo houve

efeito significativo do ambiente no numero de células marcadas [p = 0,12].
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Figura 15 - Analise da densidade celular marcada com DAPI
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Legenda: nimero de células marcadas com DAPI por um? encontrados no estriado de animais YAC128 expostos
ao AC e ao AE.
5.4. CORRELACAO ENTRE A DENSIDADE CELULAR E AGREGADOS DE
HUNTINGTINA

Foi realizada uma analise de correlagdo entre as células marcadas com DAPI e os
agregados de huntingtina. O teste de correlacdo de Pearson revelou que nao houve correlagdo

entre os dados (r =-0,02; p = 0,94).
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Figura 16 - Correlagdo das células positivas para DAPI com os agregados proteicos marcados

com EM48& no animais YAC128 em AC e AE.
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Legenda: Correlacao realizada entre o nimero de células por pm? marcadas com DAPI e os agregados proteicos
marcados com EM48 encontrado no estriado de animais YAC128 expostos ao AC ¢ ao AE.
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6 DISCUSSAO

A DH ¢ um distarbio neurodegenerativo de heranca autossOmica dominante,
caracterizado por uma progressiva degeneragdo neuronal de inicio tardio, com influéncia da
quantia de repeticdes CAG e também fatores ambientais, que influenciam interferem na
progressdo da doenga (WEXLER et al., 2004). Essa condigdo ¢ causada pela expressao de
formas mutantes da proteina htt, que contém uma expansao de poliglutamina codificada por
repeticdes CAG no exon 1 do gene da huntingtina (VONSATTEL & DIFIGLIA, 1998;
GUTENKUNST et al., 1999; ROSS & TABRIZI, 2011). A proteina htt em condigdes
homeostaticas desempenha varias fungdes celulares vitais para a manutencdo da saiude e
funcionamento adequado das células e dos tecidos. Embora a funcao exata da htt ainda nao
esteja completamente elucidada pela literatura, estudos indicam que ela desempenha um papel
importante na regulacdo de processos intracelulares, incluindo o transporte axonal, a
sinalizacdo celular, a transcri¢do génica e a manutencdo da homeostase celular (SAUDOU;
HUMBERT, 2016; MARTINEZ-HORTA et al., 2016). A htt interage com varias proteinas e
estd envolvida em complexas redes de interagdes moleculares. Um dos mecanismos
importantes em que a htt estd envolvida ¢ o transporte axonal. Ela desempenha um papel
crucial na regulagdo do trafego de vesiculas e organelas ao longo dos neurdnios, contribuindo
para a manutencdo da integridade e funcdo sindptica (ROSS et al., 2014; SAUDOU;
HUMBERT, 2016). Alteracdes na htt podem afetar negativamente esse processo,
comprometendo a comunicagdo intercelular e levando a disfun¢do neuronal, como ¢ no caso
da DH (GIL-MOHAPEL & REGO, 2011; ROSS e TABRIZI, 2011).

Um dos aspectos caracteristicos neuropatoldgicos da DH, além da neurodegeneracao
estriatal, ¢ a formacdo de agregados proteicos de huntingtina anormais. Estes agregados
proteicos de huntingtina sdo estruturas compostas por proteinas mal dobradas ou parcialmente
desnaturadas, que se acumulam no citoplasma ou nucleo das células. Na DH, os agregados
proteicos sdao formados devido a clivagem de mHtt, que tem sido relatada em individuos
portadores da DH durante todo curso da doenga (DAVIES et al., 1997; DIFIGLIA et al.,
1997; BATES, 2003) e também em camundongos transgénicos incluindo o modelo YAC128
(SLOW et al., 2005; VAN RAAMSDONK et al., 2007). Esses agregados proteicos podem
desempenhar um papel complexo na progressio da doenca. E encontrado na literatura que a
formagdo destes agregados proteicos seja um possivel mecanismo de defesa celular, como

uma tentativa de sequestro e inativagcdo das formas mutantes da proteina Htt (Gutekunst et al.,
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1999; Ross & Tabrizi, 2011) visto que muitos dos agregados nucleares no corpo estriado estdo
presentes em neurdnios que resistem a neurodegeneracdao na DH (Kuemmerle ef al., 1998).
Essas inclusdes intracelulares podem ajudar a proteger as células do estresse oxidativo e de
outras formas de dano celular, impedindo a disseminacdo de espécies reativas de oxigénio e
outros compostos toxicos (SAUDOU et al., 1998; ARRASATE & FINKBEINER, 2012). No
entanto, a0 mesmo tempo, os agregados proteicos também podem ter efeitos toxicos para as
células (GIL-MOHAPEL & REGO, 2011).

Por ainda ndo possuir perspectivas de cura para a DH, uma abordagem promissora que
pode ser explorada ¢ a exposi¢do ao AE, que ja foi relatado na literatura como benéfico em
varios aspectos da saude (KEMPERMANN, 2019). Diversos modelos animais, inclusive
modelos da DH, mostram efeitos positivos robustos do AE em diferentes niveis
(NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006). Portanto, o presente trabalho teve por
objetivo avaliar a possivel influéncia do AE na formagdo das agregacdes proteicas de
huntingtina e na densidade celular do estriado em camundongos YACI128. Através das
analises morfologicas e de quantificagdo microscdpica a partir de protocolos realizados com
base na literatura.

Para avaliar os efeitos do AE na densidade celular e na formacdo de agregados de
huntingtina, foi utilizado um protocolo de imuno-histoquimica para marcadores endogenos de
agregados proteicos de huntingtina com EM48 com co-marca¢do para DAPI. Neste trabalho
as andlises demonstraram que os camundongos YAC128 que foram expostos por 39 dias ao
AE ndo apresentaram uma diferenca significativa na quantidade de agregados de huntingtina
presentes no estriado, comparando com camundongos YAC128 expostos ao AC. Os achados
durante o curso deste trabalho foram de encontro com os achados de HOCKLY e
colaboradores (2002), e VAN DELLEN e colaboradores (2008), que também demonstraram
ndo haver alteracdo na quantia de agregados de huntingtina nos animais expostos ao AE.
Essas pesquisas utilizaram diferentes modelos animais, sendo estudo de HOCKLY e
colaboradores (2002) utilizados animais da linhagem R6/2, onde estes animais foram expostos
a um protocolo de AE durante um periodo de 62 dias, e feito do dia 28 ao dia 90 de vida dos
animais, ¢ entdo analisados aos 3 meses de vida. Ja no estudo de VAN DELLEN e
colaboradores (2008) os animais que foram utilizados no trabalho eram da linhagem R6/1 ¢
R6/2, estes animais possuiam 5 meses e foram expostos aos seus protocolos de ambiente
enriquecido a partir de 4 semanas de vida.

Em contraponto com os achados do presente trabalho, os achados de BENN e

colaboradores (2010) utilizando modelos animais da linhagem R6/1 e R6/2 com idades de 12
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e 24 meses expostos a um protocolo de AE por 4 semanas, obteve um resultado significativo
na diminui¢do dos agregados de huntingtina. J4 para Hodgson e colaboradores (1999) seus
dados obtidos com animais da linhagem YAC48 ¢ YAC72 aos 12 meses de idade geraram
uma possivel indica¢do de que os agregados de huntingtina podem nao ser essenciais para o
inicio da doenca, pois demonstram que a neurodegeneracao pode ocorrer na auséncia destes
agregados proteicos da doenga. O que levanta a duvida de, por ndo se saber ainda do papel
dos agregados de huntingtina, se 0os mesmos possuem um mecanismo toxico ou protetor,
encontrar ou ndo uma diferenca significativa no AE seria algo benéfico para os portadores da
DH ou ndo? A pesquisa cientifica continua ¢ fundamental para esclarecer as possiveis
discrepancias encontradas e para avangar na compreensao do papel do ambiente enriquecido
neste contexto da doenga. Nao foram encontrados trabalhos na literatura usando o mesmo
modelo animal YAC128 em protocolo de AE analisando os agregados proteicos de
huntingtina.

Realizou-se também neste trabalho uma andlise da densidade celular estriatal com
marcacdes imuno-histoquimicas com DAPI, para associar a possivel neurodegeneragdo
estriatal nos animais expostos ao AE quando comparados ao AC. Viu-se que nao houve
diferenca estatistica significativa encontrada na andlise da densidade células dos animais
expostos ao AE e ao AC. Ao examinar os resultados obtidos e considerando estudos prévios,
notou-se que pesquisas conduzidas por VAN DELLEN e colaboradores (2000), HOCKLY e
colaboradores (2002) ¢ STEVENTON e colaboradores (2015) obtiveram dados que a
exposicdlo ao AE, quando comparado com o controle possui uma atenuacdo na
neurodegeneracdo estriatal. Apenas em um destes estudos foi utilizado o mesmo modelo
animais YAC128 (STEVENTON et al,. 2015), onde os animais foram expostos a partir das 5
semanas de vida até o periodo de analise que foi realizado com 20 semanas, os outros estudos
foram os animais da linhagem R6/1 (VAN DELLEN et al,. 2000), com animais expostos ao
protocolo de AE a partir de 4 semanas de vida, até sua analise em 19 a 22 semanas, ¢ R6/2
(HOCKLY et al,. 2002), com 60 dias de exposicdo ao AE, também a partir de 4 semanas e
vida até a analise dos animais com 3 meses. Essas descobertas sdo relevantes, pois indicam a
possivel influéncia benéfica do ambiente enriquecido na preservacdo da integridade neuronal
no estriado. E importante destacar que, neste estudo foram analisados animais mais jovens (8
semanas) € com menor tempo de exposicdo ao AE (39 dias) em comparagdo com os
protocolos utilizados nos estudos anteriores,0 que pode ser uma possivel indicagdo da

diferenga de resultados obtidos.
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A partir dos resultados obtidos, decidiu-se realizar também uma possivel correlagdo
das cé¢lulas positivas para DAPI com os agregados proteicos marcados com EM48 nos
animais YACI128 expostos aos diferentes ambientes, mas também ndo foi encontrado
diferenca significativa nos resultados, possivelmente devido ao niimero baixo de amostras
utilizadas no estudo, além da idade dos animais utilizados.

Os resultados obtidos neste estudo apesar de ndo terem sido significativos, e nao
tenham trazido resultados surpreendentes, acrescentam informagdes ao conhecimento atual
sobre a relacdo entre o ambiente enriquecido, a agregacdo de huntingtina e a densidade celular
da regido do estriado em modelos animais especificos (YAC128) e faixas etarias examinadas
(2 meses). Essa diversidade de resultados dos estudos citados comparados a este estudo pode
ser atribuida a diversos fatores, como variagdes nos protocolos experimentais, diferengas na
idade e nos modelos animais utilizados, no nimero de animais utilizados e até mesmo na
complexidade do proprio mecanismo patologico da DH. No entanto, novas investigacdes sao
necessarias para uma compreensdo completa e abrangente desse tema complexo, visando
contribuir para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas e estratégias preventivas

eficazes para a DH.
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7 CONCLUSAO

A presencga de agregados proteicos ¢ uma caracteristica histopatologica distintiva da
DH, uma condigdo neurodegenerativa progressiva. Até o momento, o papel preciso
desempenhado pela proteina Htt, responsavel pela formacao desses agregados, permanece em
grande parte desconhecido. A complexa interagdo entre os agregados proteicos e a
neurodegeneracao tem sido objeto de uma discussdo cientifica em curso, marcada por
controvérsias relacionadas ao ganho de funcdo e a toxicidade.

Os resultados encontrados no presente estudo demonstraram que nesta populagdo de
animais YAC128 com 2 meses, o AE nao alterou significativamente a formagao de agregados
de htt, e também nao teve efeito sobre a densidade celular, possivelmente devido as limitagdes
do protocolo e do baixo nimero de amostras. Embora ainda haja um longo caminho a
percorrer até a aplicagdo clinica dessas estratégias, o estudo do AE e de outros métodos
terapéuticos em modelos animais da DH representa um avango importante na busca por
tratamentos mais efetivos e melhores perspectivas para os pacientes afetados por essa doenca

neurodegenerativa debilitante.
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