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RESUMO

A Doenca de Huntington (DH) é um distdrbio genético neurodegenerativo caracterizado por
déficits motores, psiquiatricos, cognitivos e periféricos. O estriado é a regido encefalica mais
afetada, no entanto outras regides como o cortex pré-frontal e o hipocampo também estdo
comprometidas nessa condi¢do. Estudos em humanos e modelos animais tém observado que
mesmo antes da degeneracdo ocorrer, alguns sintomas ja estdo presentes. Isso implica que
outras disfuncbes devem estar ocorrendo para justificar um fendtipo anterior a degeneracéo.
Apesar de ser uma doenca de natureza genética, evidéncias mostram que o estilo de vida é capaz
de modificar a idade de inicio dos sintomas na DH e a taxa de sua progressdo. Neste trabalho,
buscou-se avaliar se 0 ambiente enriquecido (AE), uma analogia para intervencoes benéficas
ao estilo de vida, poderia atuar de maneira preventiva sobre déficits motores e comportamentais
e se os efeitos proporcionados pelo AE no inicio da vida persistem em idades posteriores.
Também avaliamos se 0 AE apresentava algum efeito sobre os niveis de monoaminas. Para
tanto, camundongos machos e fémeas do tipo selvagem (WT) e YAC128 foram expostos a
condicdes padrdo de habitacdo (AC) ou AE por 39 dias (do dia 21 ao dia 60 pds-natal). Aos 2
meses de idade, uma bateria de testes comportamentais foi aplicada. Apds o ultimo teste, o
hipocampo, o cortex pré-frontal e o estriado foram dissecados para medir 0s niveis de
monoaminas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Em uma segunda coorte de
animais, o AE foi aplicado durante 0 mesmo periodo, mas s6 foram avaliados aos 4 meses
guando novamente uma bateria de testes comportamentais foi realizada. Diferengas entre 0s
camundongos YAC128 e WT alojados no AC foram encontradas no peso corporal de machos,
no comportamento do tipo-ansioso e no desempenho motor aos 2 meses de idade. O AE foi
capaz de prevenir o ganho de peso corporal nos machos, teve efeito ansiolitico nos machos e
preveniu os déficits motores. A avaliacdo dos niveis de monoaminas ndo mostrou alteracoes
em relacdo ao gendtipo aos 2 meses de idade. No entanto, foi observado que o ambiente foi
capaz de diminuir os niveis de monoaminas nas trés regides avaliadas. Interessantemente uma
correlacdo significativa e negativa foi encontrada entre melhor performance motora e menores
niveis de monoaminas principalmente no estriado. Em relacdo aos camundongos analisados aos
4 meses, diferencas genotipicas foram encontradas no comportamento anedénico e o AE
intermitente trouxe beneficios parciais. Nossos resultados confirmaram os déficits motores,
comportamento do tipo-ansioso, aneddnico e ganho de peso corporal em camundongos
YAC128 e 0 AE preveniu ou trouxe beneficios parciais nestas avaliages. Alguns beneficios
proporcionados pelo AE podem ter ocorrido, pelo menos em parte, pela modulacdo dos niveis
de monoaminas. Portanto, nossos achados apoiam as interven¢Ges ambientais como uma
abordagem terapéutica benéfica para atrasar o inicio e a sintomatologia da DH.

Palavras-chave: Neurodegeneracdo. Modelo transgénico. Estilo de vida.



ABSTRACT

Huntington's disease (HD) is a neurodegenerative genetic disorder characterized by motor,
psychiatric, cognitive, and peripheral deficits. The striatum is the most affected brain region;
however, other areas such as the prefrontal cortex and hippocampus are also compromised in
this condition. Studies in humans and animal models have observed that some symptoms are
already present even before degeneration occurs, implying that other dysfunctions must be
happening to justify a phenotype before degeneration. Despite being a disease of genetic nature,
evidence shows that lifestyle can modify the age of onset of symptoms in HD and the rate of its
progression. In this work, we sought to assess whether the enriched environment (EE), an
analogy for beneficial interventions to lifestyle, could act preventively on motor and behavioral
deficits and whether the effects provided by EE in early life persist in later ages. We also
assessed whether EE had any effect on monoamine levels. For this purpose, wild-type (WT)
and YAC128 male and female mice were exposed to standard housing conditions (CE, control
environmental) or EE for 39 days (from postnatal day 21 to postnatal day 60). At 2 months of
age, a battery of behavioral tests was applied. After the last test, the hippocampus, prefrontal
cortex, and striatum were dissected to measure monoamine levels by high-performance liquid
chromatography (HPLC). In the second cohort of animals, the EE was applied during the same
period. However, they were only behaviorally evaluated at 4 months of age. Differences
between YAC128 and WT mice housed in the CE were found in male body weight, anxiety-
like behavior, and motor performance at 2 months of age. The EE was able to prevent body
weight gain in males, had anxiolytic effect in males and prevented motor deficits. The
evaluation of monoamine levels showed no changes concerning genotype at 2 months of age.
However, it was observed that the EE reduced the levels of monoamines in the three regions
evaluated. Interestingly, a significant and negative correlation was found between better motor
performance and lower levels of monoamines, mainly in the striatum. Genotypic differences
were found in anhedonic behavior in mice analyzed at 4 months of age, and intermittent EE
exposure showed partial benefits. Our results confirmed the motor deficits, anxiety-like
behavior, anhedonia and body weight gain in YAC128 mice and the AE prevented or brought
partial benefits to these evaluations. Some benefits provided by EE may have occurred, at least
in part, by modulating the levels of monoamines. Therefore, our findings support environmental
interventions as a beneficial therapeutic approach to delay the onset and symptomatology of
HD.

Keywords: Neurodegeneration. Transgenic model. Lifestyle.
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1 INTRODUCAO

A Doenca de Huntington (DH) é uma doenca rara, neurodegenerativa com padrao de
heranga autossdbmico dominante que apresenta uma combinagdo de caracteristicas motoras,
cognitivas, comportamentais (ROOS, 2010; BATES et al., 2015) e periféricas (GLIDDEN et
al., 2020). A prevaléncia mundial da DH varia amplamente. Nas popula¢des ocidentais, afeta
de 3,60 a 7,33 individuos por 100.000 habitantes, enquanto que nos paises asiaticos a
prevaléncia € de 0,40 a cada 100.000 habitantes (RAWLINS et al., 2016).

A causa genética da DH é uma expansdo instavel no numero de repeticdes CAG
(referente aos nucleotideos citosina, adenina e guanina) no éxon 1 do gene HTT
(MACDONALD et al., 1993) localizado na posicdo 4p16.3 (MACDONALD et al., 1989). Este
gene codifica a proteina huntingtina (Htt), que é amplamente expressa perifericamente e no
sistema nervoso central (SNC) (STRONG et al., 1993). A mutagdo resulta em uma proteina
com um trecho de poliglutamina expandido (cauda poli-Q) proximo ao N-terminal (mHitt)
(MACDONALD et al., 1993). Devido a esta caracteristica, a DH é também classificada como
uma doenca de poliglutamina, onde também se encontram alguns tipos de ataxias
espinocerebelares (REGO; DE ALMEIDA, 2005).

No gene HTT ndo-mutado, a sequéncia de repeticdes CAG varia entre 8 e 29 copias.
A manifestacdo da DH esta associada a expansdo para 40 ou mais repeticdes CAG, sendo a
faixa de 40 a 60 associada a um inicio dos sintomas motores na meia idade e 60 repeticdes ou
mais aos casos juvenis (inicio antes dos 20 anos). Existe uma faixa entre 36 e 40 repeticfes que
¢ associada a penetrancia incompleta e, portanto, pela possibilidade de o portador néo
apresentar os sintomas do disturbio. A faixa de 29-36 repeti¢cdes é considerada uma pré-mutacéo
e o individuo portador ndo desenvolve a DH. No entanto, isso pode trazer implicancias para a
proxima geracdo uma vez que a natureza instavel das repeticbes CAG possibilita a expanséo
para uma faixa de desenvolvimento da DH (REGO; DE ALMEIDA, 2005; RUBINSZTEIN et
al., 1996) (Figura 1).
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Figura 1 — Classificacdo das repeticbes CAG e significado clinico
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Legenda: a esquerda é apresentado a localizacdo do gene HTT (4p16.3) que é constituido por 67 éxons. A mutagdo
responsavel pelo desenvolvimento da DH encontra-se no éxon 1 e consiste em uma expansao das repeticdes CAG.
Cada faixa de repeticdo é associado a um significado clinico que é apresentado na tabela a direita.

Fonte: figura modificada a partir de (GATTO et al., 2020) e produzida com a ferramenta Biorender.com.

A maioria dos pacientes sdo heterozigotos para HTT mutada (MARTIN et al., 2015)
e, portanto, o risco para o desenvolvimento da DH na préxima geracéo é de 50% considerando
apenas um dos pais afetado. No entanto, existem casos em que o paciente € homozigoto para a
mutac&o e, neste caso, além de apresentar um curso clinico mais severo do que um paciente
heterozigoto (SQUITIERI et al., 2003), a chance de herdabilidade pelos seus filhos é igual a
100%.

Na transmissdo intergeracional, a mudanca de comprimento das repeticbes CAG
(aumento ou diminui¢do) é comum, ocorrendo em aproximadamente em 74% dos casos, sendo
que 0 aumento € mais comum do que a diminuicdo. Neste contexto, herdar a mutacdo por
transmissdo paterna ou materna pode ter implicancias significativas ja que € na transmissao
paterna onde ocorrem as maiores mudancas e geralmente no sentido de acréscimo do
comprimento das repeti¢cdes (WHEELER et al., 2007). Por este motivo, a transmisséo paterna
geralmente esta associada aos casos esporadicos (sem histérico familiar antecedente, mas com
uma pré-mutacao) e aos casos de DH juvenil (KUMAR; GARG, 2016; WHEELER et al.,
2007).

Nota-se pelo exposto que maiores repeticdes de CAG estdo associadas ao inicio
precoce da DH. De fato, j& € conhecido h& algum tempo que a idade inicial dos sintomas &
inversamente proporcional a expansdo de CAG (ANDREW et al., 1993). Além disso, a
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severidade da doenca e a taxa de progressao também parecem estar associadas ao tamanho das
repeticdes (AZIZ et al., 2009). Observado isto, foi criada a escala DBS (do inglés, Disease
Burden Score) que é calculada da seguinte maneira: [(CAG — 35,5) x idade], onde CAG
representa 0 numero de repeti¢des e 35,5 representa 0 numero limite de repeti¢des para a ndo
manifestacdo da DH. Portanto, nota-se que a gravidade da doenca é diretamente proporcional
ao namero de repeticOes e a idade. Outra escala amplamente utilizada na DH é a UHDRS (do
inglés, Unified Huntington Disease Rating Scale) que objetiva mensurar 0s seguintes dominios:
funcdo motora; funcdo cognitiva; anormalidades comportamentais e capacidade funcional
(GROUP, 1996).

Apesar dos diversos dominios que sdo comprometidos pela DH, como pode-se notar
pela escala UHDRS, sua manifestacdo apresenta-se de maneira heterogénica. Os sinais motores
parecem ser 0s mais consistentes e por isso o diagnostico motor € utilizado como marcador de
“inicio” da DH (no inglés, age of onset). De acordo com os critérios atuais, o “inicio” ¢ definido
como 0 ponto em que a pessoa que possui HTT mutado, desenvolve “a presenca inequivoca de
um distarbio de movimento extrapiramidal, de outra forma inexplicavel (por exemplo, coreia,
distonia, bradicinesia ou rigidez)” (HOGARTH et al., 2005).

O diagnostico clinico motor divide o curso da DH em periodos denominados “pré-
manifesto” e “manifesto”. Dentro do periodo “pré-manifesto” existe ainda uma subdiviséao entre
o periodo “pré-sintomatico” e “prodromal” que se diferenciam pela auséncia de sinais e
sintomas no periodo pré-sintomatico em contraste com sinais e sintomas presentes no periodo

prodrémico mas que antecedem o diagndstico motor (ROSS et al., 2014) (Figura 2).
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Figura 2 — Diviséo do Curso Temporal da DH
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Legenda. Representagdo grafica dos estagios clinicos da DH. As manifestagdes encontram-se divididas em 2
estagios clinicos: pré-manifesto (subdividido em fase pré-sintomética e prodromal) e manifesto (subdividido nas
fases inicial, moderada e avancada). O eixo X representa os diferentes estagios clinicos da DH (com a idade média
de 45 anos para o diagnéstico motor) e o eixo Y descendente representa a perda das habilidades funcionais e
ascendente, a progressao da severidade dos sintomas ao longo das fases.

Fonte: Adaptado de Ross (2014) por Nascimento-Castro (2018).

A idade do diagndstico motor é altamente varidvel (média aos 45 anos de idade), a
partir de entdo, o paciente mostra progressdo dos sintomas e apresenta uma sobrevida média de
18 anos (ROSS et al., 2014). A pneumonia por aspiracao parece ser a causa de morte mais
comum, sendo a disfagia apontada como provavel fator causador desta aspiracdo
(HEEMSKERK; ROQS, 2012); o suicidio aparece como a segunda causa de morte
(HONRATH etal., 2018).

Apesar da causa genética conhecida e consequentemente a possibilidade de um teste
preditivo, o requerimento do teste genético ndo € comum entre as pessoas com histérico familiar
da DH (LACCONE et al., 1999). Em relacdo aos impactos psicoldgicos de um teste genético

preditivo, a literatura € controversa mostrando tanto impactos positivos (PAULSEN et al.,
2005) quanto impactos negativos (OLIVERI et al., 2018).
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1.1 BREVE HISTORICO DA DH

George Huntington é autor da primeira publicacdo cientifica que contém uma
descri¢do detalhada de uma desordem de carater hereditario, com caracteristicas clinicas que
incluem a tendéncia a insanidade, ao suicidio e que apresenta movimentos involuntéarios
denominados coreia (HUNTINGTON, 1872). Em sua homenagem, 0 nome Huntington foi
utilizado tanto para nomear essa desordem quanto o0 gene e a proteina envolvidos na patologia
(Figura 3).

O carater hereditario da DH incentivou a busca pelo fator genético responsavel pela
hereditariedade. Em 1983, 111 anos apds a descri¢do clinica da DH, o avango das tecnologias
de engenharia genética possibilitou a identificacdo do cromossomo carreador da mutagédo
(cromossomo 4), o que se deu pela analise de amostras de sangue de duas familias de diferentes
origens étnicas (GUSELLA et al., 1983). Seis anos apds, em 1989, a localizacdo exata do gene
era descrita (4p16.3) (MACDONALD et al., 1989).

Finalmente em 1993 foi descoberta a natureza da mutacdo. A analise do material
genético de 75 familias afetadas pela DH possibilitou a identificacdo de um trinucleotideo
expandido e instavel em um gene que ainda ndo estava depositado no banco de dados GenBank
e que na época, foi denominado IT15 (Interesting Transcript 15). Verificou-se, em todas as 75
familias examinadas, que a repeticdo CAG no gene IT15 era mais longa do que a variagdo
normal. Sugeriram entdo, que a expansdo do trinucleotideo poderia ser a responsavel pelos
efeitos da DH (MACDONALD et al., 1993). A descoberta da natureza da mutacao possibilitou
o desenvolvimento de modelos animais genéticos para o estudo da DH e, em 1996, os modelos
de camundongos transgénicos R6 ja haviam sido desenvolvidos (MANGIARINI et al., 1996)
(Figura 3).

Em 2008, a tetrabenazina (TBZ) foi aprovada pela Food and Drug Administration
(FDA) como o primeiro farmaco para o tratamento da coreia associada a DH. Em 2017, uma
versdo deuterada da TBZ (a Deutetrabenazina) também foi aprovada pela FDA. Ambas as
drogas atuam como moduladores monoaminérgicos, diminuindo a disponibilidade de
monoaminas na fenda sinaptica através da inibicdo de transportador de monoamina vesicular 2
(VMAT2). A aprovagdo da Deutetrabenazina em 2017, é também um marco na historia da

FDA, visto que se trata da primeira droga deuterada a ser aprovada pela agéncia americana
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(DEAN; SUNG, 2018). A meia-vida mais longa da forma deuterada permite a administracéo
em doses mais baixas e menos frequentes em comparacdo com a TBZ (HUNTINGTON
STUDY GROUP et al., 2016). No entanto, ambos os farmacos trazem o aumento dos riscos
para depressdo e pensamentos suicidas que ja sdo sintomas presentes na DH (FDA, 2008, 2017).

Atualmente, as drogas em estudo com humanos tém direcionado seus esforgos para
diferentes objetivos e alvos, a saber: modulacao da fungcdo mitocondrial; inibicdo de agregados
proteicos; modulacdo dos niveis de BDNF; modulacdo sinaptica; modulacdo de dopamina e
glutamato; bem como a modulacéo genética (KIM et al., 2021). Apesar das drogas envolvendo
modulacdo genética parecerem as mais promissoras pela caracteristica da doenga, 0s ensaios
clinicos que tém como alvo a manipulacdo diretamente a nivel de DNA ou RNA também
apresentam suas limitacdes. SO neste ano, a0 menos cinco ensaios clinicos foram cancelados
por falta de eficacia de drogas que atuavam com esta proposta (NCT03761849, NCT03225833,
NCTO04617847, NCT03225846, NCT04617860). Um deles encontrava-se em fase clinica IlI
(NCT03761849) quando os estudos foram interrompidos em marco de 2021 por recomendacgéo
do comité independente de monitoramento de dados. O ensaio em questdo refere-se a droga
RO7234292 (também conhecida como IONIS-HTTRx ou Tominersen) que foi administrada
intratecalmente com o objetivo de verificar sua eficacia e seguranca. Tratava-se de uma terapia
anti-sentido de oligonucleotideos (ASO) que tem como alvo o RNA (n&o especifico para mHtt),
e uma vez ligados, tornam-se alvos para serem degradados por uma RNase H (RINALDI;
WOOD, 2018) (Figura 3).



Figura 3 — Linha do Tempo relativa 8 DH
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Legenda: a linha do tempo contempla 10 importantes marcos na histéria da DH compreendidos em um periodo
de 149 anos (1872 — 2021).
Fonte: a autora.

1.2 HUNTINGTINA

O gene HTT humano contém 67 éxons e codifica para a Htt, uma proteina grande que
contém 3.144 aminoacidos e 348 kDa (MACDONALD et al., 1993; SAUDOU; HUMBERT,
2016). A Htt é predominantemente composta por repeticdes HEAT que sdo unidades repetidas
de cerca de 50 aminoacidos (ROSS; TABRIZI, 2011). As repeticGes HEAT também ocorrem
em outras proteinas e parecem ser importantes na mediacdo proteina-proteina. Tais interacdes
resultam em vérias conformagdes tridimensionais possiveis para a Htt (SAUDOU; HUMBERT,
2016).
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A Htt sofre extensa modificacdo pds-traducao, sendo que a principal modificacdo é
fosforilacdo. Outra possivel modificacdo € palmitoilacdo na cisteina 214, possibilitando a sua
associacdo a membranas (ROSS; TABRIZI, 2011). Quanto a localizacdo, a Htt € uma proteina
citoplasmatica mas também é encontrada no nucleo (SAUDOU; HUMBERT, 2016).

A regido N-terminal foi extensivamente estudada, uma vez que contém o trecho polyQ
expansivel (SAUDOU; HUMBERT, 2016). Os 17 aminoacidos no N-terminal da Htt sdo
especialmente suscetiveis a modificacbes pds-transcricionais, incluindo fosforilagéo,
acetilacdo, ubiquitinacdo e SUMOilacdo (fixacdo de modificadores pequenos similares a
ubiquitina) (ROSS; TABRIZI, 2011; SAUDOU; HUMBERT, 2016).

Embora muitas vezes seja reportada como uma proteina de funcdo desconhecida,
distintas funcbes ja foram propostas embora ainda ndo totalmente compreendidas (LIU;
ZEITLIN, 2017). O inicio do entendimento da funcéo da Htt do tipo-selvagem, se deu em uma
tentativa de desenvolver um camundongo knock-out para HTT. Verificou-se que esta
manipulacdo era letal antes do dia embrionario 8,5, mostrando que a Htt é expressa logo no
inicio do desenvolvimento embrionério inicial quando desempenha um papel critico (DUYAO
et al., 1995). Por esta e outras razbes, a DH é também chamada de uma desordem do
neurodesenvolvimento (VAN DER PLAS; SCHULTZ; NOPOULOQOS, 2020; WIATR et al.,
2018).

Desde muito tempo, 0s cientistas procuraram compreender se a patologia da DH ¢é
causada por um ganho de funcdo da mHtt ou por uma perca de funcdo da Htt. A propria tentativa
de realizar um camundongo knock-out para HTT foi uma busca que veio com o objetivo de
distinguir entre essas duas possiblidades (DUYAO et al., 1995). Atualmente, a literatura
apresenta evidéncias para as duas hipdteses, onde ocorreria tanto o ganho de uma propriedade
toxica pela mHtt quanto uma perca de funcdo da Htt (GIL; REGO, 2008; SAUDOU;
HUMBERT, 2016).

A revisao por Liu e Zeitlin (2017) traz uma tabela contendo 13 funcdes propostas para
a proteina Htt do tipo-selvagem. Séo elas: (i) transporte através de microtabulos; (ii) trafego
baseado em interagdo com F-actina; (iii) funcdo de Rabll e trafego de outras proteinas Rab;
(iv) transporte de BDNF; (v) ciliogénesis; (vi) transcricdo e modificagdes na cromatina; (vii)
regulacdo da expressdo génica pods-transcricional; (viii) neurogénese; (ix) sinaptogénese e
plasticidade sinaptica; (x) vias de sinalizacdo; (xi) sobrevivéncia celular e respostas ao estresse
celular; (xii) macroautofagia; (xiii) reparo de dano ao DNA (LIU; ZEITLIN, 2017).
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A hipotese referente ao ganho de funcéo se baseia nos fragmentos toxicos que mHitt
pode gerar quando clivada. Um desses fragmentos é gerado quando mHtt é clivada pela caspase
6 na posicdo 586. Além disso, fragmentos menores do que aqueles gerados por caspases
também sdo encontrados e denominados cp-1 (ou cp-A) e cp-2 (ou cp-B). Os fragmentos podem
ser monomeéricos, ou ainda, formar pequenos oligbmeros. Alguns dos possiveis efeitos toxicos
causados pelos fragmentos no citoplasma incluem a inibicdo de chaperonas, proteassomas e
autofagia, o que pode causar o acumulo de proteinas anormalmente dobradas e outros
constituintes celulares (ROSS; TABRIZI, 2011).

Na DH, é comum encontrar os chamados corpos de inclusdo (ROSS; TABRIZI, 2011)
que sdo o resultado do acimulo de agregados proteicos (KOPITO, 2000). Estes corpos de
inclusdo podem ser tanto citoplasmaticos quanto nucleares (TABRIZI et al., 2020) e podem
incluir outras proteinas além da Htt em sua constituicdo (BENNETT et al., 2005). Se as
inclusdes sdo benéficas, neutras ou patogénicas € uma questdo que permanece em discusséo e
evidéncias em todos estes sentidos ja foram relatadas (ARRASATE et al., 2004; BENNETT et
al., 2005; CHEN; WOLYNES, 2017; TABRIZI et al., 2020).

Um aspecto importante a ser considerado na patogénese da DH € a interferéncia da Htt
na transcricdo de outros genes (ROSS; TABRIZI, 2011; ZUCCATO; CATTANEO, 2009). Por
exemplo, a neurotrofina BDNF (do inglés Brain-derived neurotrophic factor ou fator
neurotrofico derivado do encéfalo) é encontrado em niveis diminuidos no encéfalo de pacientes
e em modelos animais para DH (PLACIDO et al., 2021). Uma ligacdo mecanistica foi proposta
entre Htt e BDNF (ZUCCATO; CATTANEO, 2009) e sera explorada a seguir.

Estudos indicam que a transcricdo de BDNF depende, pelo menos em parte, de um
efeito estimulatério da proteina Htt. O BDNF tem 9 promotores, mas a proteina Htt parece
exercer seu papel estimulatério através do promotor Il (ZUCCATO; CATTANEO, 2009). Na
regido promotora Il do BDNF encontra-se o silenciador RE1 e a Htt impede a ativagao deste
silenciador por um mecanismo explicado a seguir. A ativacdo do silenciador RE1 se da pela
passagem de REST do citoplasma para o ndcleo. Quando REST é translocado para o nucleo,
ele recruta co-repressores que ativam o silenciador RE1 e a transcricdo de BDNF ¢é impedida.
No entanto, como a proteina Htt é capaz de reter REST no citoplasma ela impede a formacéo
do complexo repressor aumentando assim a transcricdo de BDNF. Ja a mHtt € menos capaz de

reter REST no citoplasma o que leva a menor transcricdo de BDNF. Interessantemente, a Htt
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também facilita a transcri¢cdo de muitos outros genes também controlados por RE1 (Figura 4)
(CATTANEO; ZUCCATO; TARTARI, 2005; ZUCCATO; CATTANEO, 2009).

Figura 4 - Regulacédo da transcrigdo do gene BDNF pela proteina Htt
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Legenda: na imagem a esquerda a proteina Htt do tipo-selvagem, juntamente com os demais componentes do
complexo (HAP1, p150¢"ed, RILP) retém REST no citoplasma, evitando a formag&o de um complexo co-repressor
e permitindo que o BDNF seja transcrito. Na imagem a direita, a proteina Htt estd mutada e por isso é menos capaz
de reter REST no citoplasma. O REST entra no nlcleo e o complexo repressor, formado por REST, Sin3a, COREST
e HDAC se forma ativando o silenciador RE1 dentro do promotor Il. A formagdo deste complexo leva a reducéo
da transcricdo de genes neuronais, incluindo o BDNF.

Fonte: figura modificada a partir de (ZUCCATO; CATTANEO, 2009).

A relacdo de Htt com o BDNF é um caso interessante para a compressdo dos papeis
da proteina Htt. Além de atuar na transcricdo, Htt também esta envolvida no transporte de
vesiculas contendo BDNF ao longo dos microtbulos. Htt faz parte do complexo motor, sua
fosforilacdo sinaliza para transporte anterégrado mediado por cinesina e Htt ndo fosforilada
sinaliza para o transporte retrogrado mediado por dineina. Esse transporte € essencial na via
cortico-estriatal e a mHtt reduz o transporte em ambas as dire¢des. Visto que diferentes estudos
tém demonstrado que o BDNF é produzido no coOrtex cerebral e, por via anterograda,
transportado para o estriado, 0 comprometimento da funcdo da Htt leva a reducdo do suporte
trofico nesta regido (GAUTHIER et al., 2004; ZUCCATO; CATTANEO, 2009).

Uma série de proteinas interagem com a Htt e véarias delas especificamente na regido
N-terminal, a exemplo da j& mencionada proteina REST (LI; LI, 2004). A primeira proteina
com interacdo a Htt a ser identificada foi a HAP1 (proteina 1 associada a huntingtina). Diferente
da Htt que é expressa em todo o corpo, HAP1 é expressa predominantemente no SNC (WU,;
ZHOU, 2009) e faz parte dos processos mencionados anteriormente: é parte do complexo
proteico que retem REST no citoplasma e também é parte do complexo motor associado aos
microtubulos (ZUCCATO; CATTANEO, 2009).
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Como pode-se notar, a Htt possui uma série de fungdes essenciais ndo apenas no
periodo de desenvolvimento embrionario, mas também no encéfalo adulto. Portanto, seria
desejavel que as terapias que tém como alvo o DNA ou RNA reduzissem apenas a expressao
da mHtt. No entanto, as ferramentas atuais ainda séo limitadas e encontram dificuldades em
discriminar um alelo em que a Unica diferenca universal é o maior nimero de repeticbes CAG.
Além disso, outros genes também possuem repetices CAG o que torna a tarefa ainda mais
complexa. Para solucionar este desafio, abordagens envolvendo polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs, do inglés single nucleotide polymorphisms) tém sido desenvolvidas na tentativa
de direcionar o tratamento para o alelo mutante. No entanto, visto que esses SNPs ndo sédo
universais, abordagens a nivel de grupos étnicos ou mesmo individuais precisam ainda ser
desenvolvidas (FIELDS et al., 2021; SHANNON, 2020). Abordagens que tem como o alvo o
promotor da HTT ndo parecem uma boa estratégia visto que o promotor da HTT é do tipo
“housekeeping”, ou seja, um promotor que produz ampla expresséo de genes, 0 que, mais uma
vez, dificultaria o direcionamento adequado (ROSS; TABRIZI, 2011).

1.3 MANIFESTACOES CLINICAS DA DH

Embora a coreia ndo seja exclusividade desta desordem (HERMANN; WALKER,
2015), este € o sintoma mais reconhecivel na DH (WYANT; RIDDER; DAYALU, 2017). Por
isso, a DH é amplamente reconhecida como uma doenca neurodegenerativa de carater motor,
0 que traz consigo a ideia de que os sintomas motores sdo os de maior impacto na vida dos
pacientes e familiares (WYANT; RIDDER; DAYALU, 2017). No entanto, um estudo recente
que incluiu tanto individuos em fase prodromal quanto manifestos, mostrou que os trés sintomas
de maior impacto sdo dificuldade de pensamento, sono prejudicado ou sonoléncia diurna e
problemas emocionais (GLIDDEN et al., 2020). Sintomas ndo-motores como estes podem estar
presentes mais de uma década antes dos sintomas motores (DUFF et al., 2007; PAULSEN et
al., 2008) e, portanto, podemos perceber que o impacto da DH na qualidade de vida dos
individuos e familiares comeca muito antes de um diagnostico motor (BATES et al., 2015).

Apesar de ha bastante tempo os sintomas clinicos serem geralmente referidos como

uma triade composta por disturbios motores, cognitivos e psiquiatricos, os distarbios
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periféricos, como a perca de peso, estdo também presentes (NANCE, 1998). Portanto, aqui
iremos nos referir aos sinais e sintomas da DH como uma tétrade que é composta por disturbios

motores, cognitivos, psiquiatricos e periféricos (Figura 5) e serdo abordados na sequéncia.

Figura 5 - Tétrade de sinais e sintomas relacionados a DH

™

p
[ ] .

I ‘.

j’ % CE‘ |
Motor Psiquidtrico
— H SR

Periférico Cognitivo

L - »

Legenda: os sinais e sintomas da DH estdo sendo representados como uma tétrade composta por distdrbios
motores, psiquiatricos, cognitivos e periféricos.
Fonte: a autora. Imagem produzida com o auxilio da ferramenta canva.com

1.3.1 Alterac6es motoras

As alteracdes motoras apresentadas pela DH podem ser classificadas em 2 grupos: (i)
a presenca de movimentos involuntarios e (ii) comprometimento dos movimentos voluntarios.
A coreia é a mais notavel hipercinesia da DH é definida como um “estado de movimentos
excessivos e espontaneos, de periodicidade irregular, ndo repetitivos, distribuidos
aleatoriamente e de carater abrupto” (LAKKE, 1981). Além da coreia, a distonia também pode
compor 0s movimentos hipercinéticos. Em estdgios mais avancados, ocorre 0
comprometimento dos movimentos voluntarios que podem ser compostos por bradicinesia,
acinesia e rigidez (REINER; DENG, 2018). Nos casos de manifesta¢éo juvenil da DH, a coreia
deixa de ser a manifestacdo motora tipica e da lugar ao predominio por rigidez e bradicinesia
(RUOCCO et al., 2006). Outros sintomas motores também podem estar presentes na DH e
incluem problemas de controle motor fino, disartria, disfagia e sintomas oculomotores
(WEYDT; DUPUIS; PETERSEN, 2018).
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1.3.2 Caracteristicas psiquiatricas

Ja no estagio pré-manifesto da DH, distdrbios neuropsiquiatricos podem estar
presentes. Paoli e colaboradores (2017) apresentam em sua revisdo uma lista e descri¢do
detalhada de sintomas psiquiatricos que j& foram relatados na DH. S&o eles: depressao; apatia;
ansiedade; irritabilidade/agressdo; desinibicéo; impulsividade; desordens sexuais; transtornos
obsessivos e compulsivos e, com menos frequéncia, psicose. Os sintomas psiquiatricos mais
frequentemente relatados sdo a depressdo e a ansiedade, com prevaléncias que variam entre
15% - 69% (revisado por PLACIDO et al., 2021) e 13% - 71% (DALE; VAN DUIIN, 2015)
respectivamente, a depender do estudo. Talvez a depresséo seja um dos sintomas psiquiatricos
mais preocupante ja que € um importante fator de risco para o suicidio (HONRATH et al., 2018)
e altas taxas de suicidio na DH sdo observadas desde a descri¢do clinica por Huntington
(HUNTINGTON, 1872). A taxa de suicidio parece ser quatro vezes maior do que na populacdo
geral (FARRER, 1986) e é a segunda causa de morte na DH (HONRATH et al., 2018).

A depressdo na DH ¢é tratada de modo semelhante ao transtorno depressivo maior
(TDM) e os pacientes geralmente respondem bem ao tratamento com inibidores seletivos de
recaptacdo de serotonina (ISRS) (WYANT; RIDDER; DAYALU, 2017). Na TDM é bem
descrito que a incidéncia é maior entre as mulheres (em torno de duas vezes a mais) (OTTE et
al., 2016). Na DH, em um estudo que avaliou a diferenca entre os géneros, as mulheres
mostraram uma prevaléncia significativamente maior de historia de episodios depressivos mas
em uma proporgdo menor do que aquela encontrada no TDM (ZIELONKA et al., 2013). A
importancia do quadro depressivo na DH também se d& por seus possiveis efeitos negativos na
performance funcional, cognitiva e motora (MAYEUX et al., 1986; ZIELONKA et al., 2013;
GALTS et al., 2019).

Os sintomas psiquiatricos que afetam profundamente a qualidade de vida dos pacientes
e familiares ndo se restringem a depressao (PAOLI et al., 2017). Recentemente, McDonell e
colaboradores (2020) descreveram 9 dominios do comportamento de risco que podem estar
comprometidos na DH. Sdo eles: comportamentos impulsivos/compulsivos; comportamentos
sociais adversos; abuso de substancias; dire¢do perigosa; comportamentos sexuais inadequados;
comportamentos ilegais; prisdes; abuso verbal/emocional e violéncia fisica (MCDONELL et

al., 2020). Esses comportamentos de risco parecem ter uma correlagdo negativa com a idade,
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portanto individuos mais jovens tendem a apresentar mais comportamentos de risco. Tais
comportamentos parecem estar associadas com o envolvimento de disfuncdes nas redes
frontoestriatais e mesolimbicas (MCDONELL et al., 2020). Assim como a maior tendéncia ao
suicidio ja havia sido relatada por George Huntington, ele também relatou o que chamou de
“tendéncia a insanidade” descrevendo em seu artigo sobre comportamentos sexuais
inadequados que observou em dois individuos com DH (HUNTINGTON, 1872).

1.3.3 Alterac6es cognitivas

Embora o declinio cognitivo esteja presente na DH, os individuos variam em relacdo
a como o distarbio cognitivo se manifesta (PAPP; KAPLAN; SNYDER, 2011). Diversas
funcBes cognitivas podem ser afetadas, tais como: velocidade de processamento; atencdo;
memoria de trabalho; dificuldades de aprendizagem; funcionamento executivo; habilidades
visuoespaciais; processamento emocional e consciéncia (PAPP; KAPLAN; SNYDER, 2011;
PAULSEN et al., 2017). Dentre essas alteracoes, a velocidade de processamento parece ser 0
déficit cognitivo mais comum e um dos primeiros dominios afetados a serem notados na DH
pré-manifesta (PAPP; KAPLAN; SNYDER, 2011).

Um ponto importante a ser considerado € a influéncia que a cognicao e 0s sintomas
psiquiatricos tém um sobre o outro. Por exemplo, Smith e colaboradores (2012) encontraram
que a depressao € associada com uma pior performance cognitiva em diversas tarefas (SMITH
et al., 2012). Uma influéncia oposta também pode ser observada. Mccusker e colaboradores
(2013), encontraram que pacientes sem a consciéncia repleta da sua condi¢cdo médica eram
menos propensos a ficar deprimidos (MCCUSKER et al., 2013).

1.3.4 Alteragdes em tecidos periféricos

Além de alteragdes motoras, outros aspectos da doenca se manifestam em tecidos
periféricos. A origem das alteracdes perifericas podem ou ndo ter o envolvimento de disfuncoes
advindas do SNC (AZIZ et al., 2010; VAN DER BURG; BJORKQVIST; BRUNDIN, 2009).
A perca de peso € uma marca da DH (GILBERT, 2009) e, inclusive, um importante fator na
taxa de progressdo da DH, com maiores indices de massa corporal associadas e menores taxas
de progressdo (VAN DER BURG et al., 2017). Além da perca de peso, outras alteraces

incluem atrofia muscular, disfuncdo metabolica, disturbios enddcrinos, atrofia testicular
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(ROSS; TABRIZI, 2011; VAN DER BURG; BJORKQVIST; BRUNDIN, 2009), alteracdes no
sistema imune periférico (ANDRICH et al., 2009; VALADAO et al., 2020) e, mais
recentemente, alteracdes na microbiota intestinal (DU et al., 2021; RHUTIK S PATIL et al.,
2021; WASSER et al., 2020). Anormalidades no sistema nervoso autdnomo também podem
acompanhar a DH e afetar diferentes dominios como: trato gastrointestinal; urinério; sexual e
cardiovascular (AZ1Z et al., 2010).

As alteracbes nos tecidos periféricos, sdo cada vez mais entendidas como
caracteristicas importantes do fenotipo. Por exemplo, alguns estudos apontam que os disturbios
cardiacos estariam entre as principais causas de morte na DH devido a uma série de alteraces
que ja foram observadas no masculo cardiaco (MELKANI, 2016; ZIELONKA; MIELCAREK,
2014).

1.4 NEUROPATOLOGIA DA DH

A proteina Htt é expressa em todo o corpo (MARQUES SOUSA; HUMBERT, 2013).
No entanto, a vulnerabilidade de diferentes tecidos, regifes e células varia consideravelmente
(VAN DER BURG; BJORKQVIST; BRUNDIN, 2009) e a razdo disso é uma questio ainda
ndo completamente compreendida.

Apesar do conhecimento da causa genética da DH, o mecanismo por traz da
neuropatologia ainda ndo é bem compreendido. Existem algumas teorias e mais de um processo
pode estar ocorrendo (AJITKUMAR; JESUS, 2021). Alguns desses possiveis mecanismos ja
foram citados como as inclusdes, onde apesar de alguns trabalhos encontrarem efeitos benéficos
(ARRASATE et al., 2004; SAUDOU et al., 1998) outros relacionaram com efeitos tdxicos
(DAVIES et al., 1997; DIFIGLIA et al., 1997), a desregulacéo da transcricdo de certos genes e
mudangas no transporte axonal. Além dessas teorias, outras incluem ainda a disfungéo
sinaptica, disfuncdo mitocondrial e alteracdo no metabolismo energético (AJITKUMAR,;
JESUS, 2021).

Sabe-se que o estriado é uma das principais regides encefalicas onde ocorre perda
neuronal (VONSATTEL; DIFIGLIA, 1998). Também ja foi descrita degeneracdo em outras

regides encefalicas como o cdrtex cerebral, formacdo hipocampal, globo palido, substancia
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negra pars reticulata (SNpr) e hipotdlamo (WALDVOGEL et al., 2014). Mas, ao contrario do
que se possa imaginar, 0s niveis da expressdo de mHtt ndo sdo aumentados no estriado e,
portanto, a degeneracdo seletiva ndo poderia ser explicado por aumentos seletivos na
transcricdo (STRONG et al., 1993; VAN RAAMSDONK; WARBY; HAYDEN, 2007). A
maior vulnerabilidade encontrada no estriado também possui algumas teorias. Algumas delas
sdo o0 menor suporte tréfico de BDNF e a maior suscetibilidade a excitotoxicidade
glutamatérgica na projecao cortico-estriatal (ROSS; TABRIZI, 2011).

Ainda, dentro do proprio estriado existe uma “preferéncia” na degeneragdo por um ou
outro tipo neuronal. Os neurdnios espinhosos médios GABAérgicos, conhecido pela sigla
inglesa MSNs, comp8em 95% do estriado e sdo 0s mais vulneraveis enquanto os interneur6nios
(que compdem 5% da populacdo neuronal estriatal) sdo relativamente conservados. No entanto,
dentro dos préprios MSNs existe uma seletividade que parece depender da expressao proteica.
Os MSNs que contém encefalina e expressam o receptor de dopamina D2 participam da via
indireta (iMSNSs) e sdo preferencialmente afetados. Os MSNs que contém a substancia-P e
expressam o receptor de dopamina D1 participam da via direta (IMSN) e sdo afetados mais
tarde na DH (Figura 6) (REINER; DENG, 2018).

Os iIMSNs projetam-se para o globo palido externo (GPe), nlcleo subtalamico (NST),
globo pélido interno (GPi), talamo e cortex. O resultado desta via que contém neurdnios
inibitérios GABAérgicos (estriado, GPe, GPi), e excitatdrios glutamatérgicos (NST, talamo) é
a inibicdo de movimentos indesejados (prevenindo a hipercinesia). Ja a via direta projeta-se
diretamente para o GPi, tdlamo e cortex, resultando na facilitagdo de movimentos desejados
(evitando hipocinesia) (CHEN et al., 2013) (Figura 6A). Como a via indireta é afetada
primeiramente, os sintomas comecam com hipercinesia. Com a evolucdo da doenca ocorre
também morte dos neurbnios da via direta e os sintomas mudam para hipocinesia (REINER;
DENG, 2018). Essa seletividade poderia explicar o padrdo motor bifasico que é encontrada na
DH, onde os sintomas mudam de movimentos hipercinéticos para hipocinesia ao longo do curso
da DH (REINER; DENG, 2018) (Figura 6B).
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Figura 6 — Representacdo esquematica das vias direta e indireta nos nlcleos da base

A Condicao Fisioldgica B Doenca de Huntington
( : ™ \ /’ - N ( = \‘ /'/ =2 \
\ / » \_ ' V.

[™ \J ® < / - ]
( — Nicleo = 7 7 Nicleo - ’:

— Caudado > Cor’t;x\ ~._ Caudado Cc';ne:;‘i\

) Vo
,/ -

Putamen {v." - Putamen

i . N - GPe 2
Télamo "\\\\ Gpl») = Talamo S ~ > - Gp’:/ ~ \\‘7 ~

I I NST ~~— / \,. = L Y & =R
/ \\ - Smmam " £ p— ~— —
& — | < o ( N
SNpr ™ = s
SNpc < _f‘ s .
- DA )
N gy // .
‘\’;l N N \\ & A . =
~ / ’ ///. ) T/ L7/
4 = e
Via Direta
Via Indireta

Legenda: (A) Fisiologicamente, a via direta (linha verde) participa da ativacdo do movimento. Essa via é ativada
guando a ativagdo do cortex produz a liberagdo de glutamato no estriado, ativando neurdnios espinhosos médios
(MSNs) GABAGérgicos da via direta. Ao liberar GABA para o globo palido interno (GPi), os MSNs inibem
neurdnios do GPi que também sdo GABAEérgicos. Isso causa a ativagdo dos neurdnios glutamatérgicos presentes
no talamo, que se projetam para o cortex, resultando na ativagdo dos movimentos. Ao contrério, a via indireta
(linha vermelha) participa da inibicdo do movimento. Os iMSNs GABAérgicos se projetam para o globo palido
externo (GPe) e nacleo subtaldmico (NST). Os iMSNs liberam GABA no GPe, inibindo os neurdnios também
GABAérgicos presentes no GPe. Isso leva a desinibicdo dos neurdnios glutamatérgicos do NST, que ativa 0s
neurénios GABAérgicos do GPi. Esses neurdnios inibem os neur6nios presentes no talamo, resultando em uma
reducdo do movimento. (B) Na DH (estagio inicial), os iMSNs parecem ser afetados antes dos dMSNSs, o que causa
a perda da atividade inibitéria da via indireta levando ao aparecimento de movimentos coreicos (distarbio
hipercinético) em estdgios iniciais. Essas vias também envolvem outras estruturas que estdo representadas na
figura.

Fonte: figura modificada a partir de (Troncoso-Escudero et al., 2020) e reproduzida com a permissdo dos autores.

Interessantemente, além do envolvimento classico do estriado com a hipocinesia e
hipercinesia, esta regido esta também envolvida na impulsividade (DALLEY; ERSCHE, 2019),
uma caracteristica que pode estar presente na DH (MCDONELL et al., 2020), sendo o estriado
ventral relacionado ao inicio do comportamento impulsivo e o estriado dorsal a interrupgéo de

uma resposta motora impulsiva em andamento (DALLEY; ERSCHE, 2019).
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1.5 NEUROTRANSMISSORES NA DH

Como muitos sintomas aparecem antes da neurodegeneracdo significativa
(VONSATTEL et al., 1985), possivelmente a explicacdo para fenoétipo anterior a
neurodegeneracdo vem de outras disfun¢des. Além disso, ha relatos de casos com individuos
com DH clinicamente reconhecivel, mas sem anormalidades macroscopicas ou microscopicas
que possam estar relacionadas a DH, sugerindo a presenca de alteracfes patologicas alternativas
(SMITH-DIJAK; SEPERS; RAYMOND, 2019; VONSATTEL et al., 1985). Um exemplo de
alteracdo ocorre nos niveis de neurotransmissores e esta alteracéo € o alvo utilizado pelos dois
unicos farmacos aprovados pela FDA para o tratamento da coreia associada a DH.

Tanto a regulacdo positiva quanto a negativa nos niveis de neurotransmissores tem
sido relatada na literatura. Provavelmente resultados opostos estdo relacionados com diferentes
estagios de progressdo da doenca em que os tecidos foram analisados e, consequentemente,
representando diferentes pontos do padrdo motor bifasico (CEPEDA et al., 2018; CHEN et al.,
2013). Alguns estudos post mortem, mostram concentracGes elevadas de dopamina (DA) e
norepinefrina (NE) nos nucleos da base (SPOKES, 1980, 1981). Além disso, uma regulacao
positiva da enzima tirosina hidroxilase (TH, a enzima limitante da biossintese da dopamina) foi
relatada no estriado de tecido post-mortem onde uma intensa zona TH + foi detectada ao longo
da borda ventricular do nicleo caudado (PARENT; BEDARD; POURCHER, 2013). No
entanto, em outros estudos, as concentracdes de DA, e de seu metabolito, o &cido homovanilico
(HVA), encontravam-se reduzidas no estriado (BERNHEIMER et al.,, 1973; KISH;
SHANNAK; HORNYKIEWICZ, 1987).

Utilizando um diferente tipo de amostra, um estudo com fluido cerebroespinal coletado
por puncdo lombar encontrou niveis elevados de DA enquanto NE ndo estava alterado
(GARRETT; SOARES-DA-SILVA, 1992). Em concordancia com a hipotese do estagio para
explicar esses resultados opostos, um mesmo estudo encontrou que HVA estava aumentado na
DH manifesta, mas reduzido no plasma de pacientes em estagio pré-manifesto (ROSAS et al.,
2015). No estudo publicado por Spokes (1980), além do aumento significativo de NE, e de seu
precursor DA, encontrou-se que NE também estava aumentada nas seguintes regides
encefalicas: nucleo caudado, globo péalido lateral e regido pars reticulata da substancia negra.
Ja dopamina foi encontrada aumentada em um namero maior de regides: putamen, ndcleo
caudado, globo palido lateral, globo palido medial, nicleo accumbens e regido pars compacta
da substancia negra (SPOKES, 1980).
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AlteracBes em outros neurotransmissores também sao relatadas. Kish e colaboradores
(1987) encontraram niveis elevados de serotonina (5-HT) e de seu principal metabdlito, 5-
HIAA (KISH; SHANNAK; HORNYKIEWICZ, 1987). Ja outro estudo encontrou 5-HIAA e 0
precursor de 5-HT, triptofano, reduzido nos pacientes (DU; PANG; HANNAN, 2013).

A estratégia do tratamento para a coreia, tetrabenazina e deutetrabenazina, baseia-se
na diminuicdo dos niveis de monoaminas na fenda sinaptica, o que ocorre através do bloqueio
de VMAT-2 (do inglés, vesicular monoamine transporter 2). Uma vez que VMAT-2 € um
transportador responsavel pelo empacotamento de 5-HT, DA e NE do citoplasma para as
vesiculas pré-sinapticas, sua inibi¢do leva a uma degradacéo prematura dessas monoaminas. A
deplecdo da DA reduz a coreia, no entanto, a deplecdo de 5-HT e NE possivelmente € o fator
responsavel pela piora dos sintomas de depressdo e ansiedade que ja acompanham a DH
(HAYDEN et al., 2009; WYANT; RIDDER; DAYALU, 2017).

1.6  MODELOS ANIMAIS PARA O ESTUDO DA DH

O envolvimento dos nucleos da base na produgdo dos movimentos coreicos é um
conhecimento mais antigo do que o causa genética. Por isso, 0s primeiros modelos animais ndo
foram modelos genéticos. Em 1976, ja havia sido desenvolvido o primeiro modelo animal para
DH através da injecdo de &cido cainico diretamente no estriado dos animais causando
degeneracéo da regido (COYLE; SCHWARCZ, 1976).

Em 1996, trés anos ap6s a descoberta da mutagdo, os primeiros modelos genéticos
foram desenvolvidos, os modelos R6/1 e R6/2. Estes sdo modelos transgénicos truncados, pois
contém apenas o primeiro éxon do gene com uma expansdo do tripleto CAG (Figura 7)
(MANGIARINI et al.,, 1996). Os camundongos R6 s&o um modelo bastante comum e
especialmente Uteis para o estudo dos estagios finais por possuir uma progressao do fenétipo
acelerada (SMITH-DIJAK; SEPERS; RAYMOND, 2019).

Assim como em humanos, em modelos animais o tamanho das repeti¢es também
influencia a idade inicial dos sintomas. O modelo R6/1 possui aproximadamente 115 CAG e
iniciam os sintomas aos 4/5 meses enquanto que R6/2 possui aproximadamente 150 CAG e o

inicio se da aos 2 meses de idade (BENN et al., 2010). Paradoxalmente, camundongos R6/2
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com repeticOes super-longas (>350 repeti¢es) foram selecionados ao longo de alguns anos
(pela instabilidade inter-geracional natural que ocorre nesse modelo) e, ao contrario do que se

poderia esperar, houve atraso no inicio dos sintomas desses animais (MORTON et al., 2009).

Figura 7 — Modelos animais genéticos para o estudo da DH.
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Legenda: Duas categorias de modelos animais genéticos para o estudo da DH estéo sendo representadas na figura.
A primeira categoria refere-se aos modelos transgénicos que por sua vez incluem tanto os modelos truncados
quanto os modelos de comprimento total (no inglés, full-lenght). Os modelos truncados contém o éxon 1 com a
expansdo CAG e estdo sendo representados pelos modelos R6, mas também compreendem outros modelos como
0 N171-82Q. J& os modelos de comprimento total incluem o gene humano completo e, nesta categoria, encontram-
se 0os modelos BAC (do inglés, Bacterial Artificial Chromosome) e YAC (do inglés, Yeast Artificial Chromosome).
A segunda categoria inclui os modelos Knock-in, nos quais apenas a expansdo CAG é inserida dentro do genoma
e inclui modelos como 0 HdhQ111.

Fonte: figura modificada de (REBEC, 2013) e reproduzida com a permissao da revista Antioxidants & Redox
Signaling.

Ainda dentro da categoria dos transgénicos existem os modelos de comprimento total
da HTT (no inglés, full-length). Aqui estdo compreendidos os modelos BAC (Bacterial
Artificial Chromosome) e YAC (Yeast Artificial Chromosome). Estes tiveram o gene humano
completo inserido no genoma atraves de um cromossomo artificial de bactéria ou de um
cromossomo artificial de levedura respectivamente (Figura 7) (REBEC, 2013).

Uma segunda categoria de modelos animais para o estudo da DH, inclui camundongos
nas quais a repeticdo CAG expandida € inserida diretamente no gene da HTT do camundongo.
Essa categoria inclui modelos como o0 HdhQ111 (Figura 7) (REBEC, 2013).

1.6.1 Camundongos YAC128
Diferente de modelos animais como R6 que possuem um fenoétipo acelerado e tempo

de vida mais curto, os camundongos YAC128 apresentam um fenotipo mais tardio, o que €

ideal para a investigacdo de intervencgdes terapéuticas no periodo pré-sintomatico.
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Os primeiros modelos de camundongos YAC para DH, derivados da linhagem FVB/N,
foram manipulados para conter tamanhos CAG semelhantes aos observados nos pacientes com
inicio dos déficits motores na meia idade (YAC46 - com 46 repeticbes CAG) e em estagio
juvenil (YAC72 - com 72 repetices CAG) (HODGSON et al., 1996; HODGSON et al., 1999).
No entanto, em um esforco para criar um camundongo transgénico com um fenoétipo um pouco
mais acelerado, com menor variabilidade fenotipica e, portanto, mais adequado para ensaios
terapéuticos, camundongos YAC com 128 repeticdes CAG (YAC128) foram desenvolvidos
(SLOW et al., 2003; VAN RAAMSDONK; WARBY; HAYDEN, 2007).

Os camundongos YAC128 apresentam atrofia seletiva do estriado aos 12 meses,
degeneracdo cortical (POULADI; MORTON; HAYDEN, 2013), além da diminui¢do da
neurogénese hipocampal (SIMPSON et al., 2011). Em relacdo ao fenétipo, nosso grupo (DE
PAULA NASCIMENTO-CASTRO et al., 2018) e outros (GARCIA-MIRALLES et al., 2017,
POULADI et al.,, 2008) demonstraram a presenca de sintomas psiquiatricos, como
comportamento do tipo-depressivo e ansioso, bem como déficits cognitivos pré- motores (VAN
RAAMSDONK et al.,, 2005a). Assim como na condi¢cdo humana, algumas alteracdes que
precedem a degeneracdo no estriado também foram verificadas. Por exemplo, a analise de fibras
mielinizadas do corpo caloso demonstrou que as bainhas de mielina sdo mais finas nos
camundongos YAC128 com apenas 45 dias de idade (Yl TEO et al., 2016). Os camundongos
YAC128 também apresentam alteraces nos niveis de neurotransmissores, como déficits de DA
no estriado aos 5 meses de idade (GARCIA-MIRALLES et al., 2016).

Assim como nos pacientes, os camundongos YAC128 exibem um padréo locomotor
bifasico com hiperlocomocao aos 3 meses de idade seguido por hipolocomocéo detectada aos
12 meses de idade (SLOW et al., 2003). Em relacdo aos achados periféricos, ao contrario do
qgue ocorre na condicdo humana, os camundongos YAC128 apresentam ganho de peso
(POULADI et al., 2010), o que também ocorre no modelo BAC paraa DH (GRAY et al., 2008).

Portanto, as similaridades entre o fenotipo dos camundongos YAC128 e a condicao
humana fazem deste modelo uma excelente ferramenta para compreender melhor a
fisiopatologia da doenca e para testar potenciais estratégias terapéuticas a fim de modificar a

progressao da DH.
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1.7 FATORES QUE AFETAM O INICIO DOS SINTOMAS DA DH

A DH é tipicamente uma doenca de inicio na meia-idade, no entanto também apresenta
casos juvenis e de inicio tardio (ROSS et al., 2014). O principal determinante do inicio dos
sintomas parece ser o tamanho das repetices CAG com longas expansdes acelerando o inicio
e a taxa de progressdo (DJOUSSE et al., 2003; LANGBEHN et al., 2019). No entanto,
individuos compartilhando CAG de tamanho idéntico apresentam variabilidade nos sintomas
e na idade de aparecimento dos mesmos (WEXLER et al., 2004). Um estudo de caso que,
relatando diferenca motoras e comportamentais importantes entre gémeos monozigéticos
portadores da DH, verificaram que eles se encontravam em diferentes estagios da DH mesmo
possuindo a mesma idade (GEORGIOU et al., 1999). Em relacéo aos individuos homozigoticos,
parece nao haver um efeito sinérgico pela presenca do segundo alelo mutante em relacdo a idade
inicial (LEE et al., 2012).

Dependendo da populacdo estudada, o numero das repeticbes CAG explica 67% da
variacdo na idade de aparecimento dos sintomas (DJOUSSE et al., 2003), o restante pode ser
explicado por outros genes (40%) e pelo ambiente (60%) (GUSELLA; MACDONALD, 2009;
WEXLER et al., 2004). Varios modificadores genéticos da idade inicial dos sintomas ja foram
relatados para DH. Um deles, ja citado, € o BDNF que parece ser um bom candidato para
modificar a idade de inicio da DH. Outro gene é o PPARGC1A que codifica para PGC-1a (do
inglés, peroxisome proliferator-activated receptor y, coactivator 1a) (WEYDT et al., 2009).
Interessantemente, a falta de expresséo de PGC-1a produz um fenétipo semelhante a DH em
camundongos (CUI et al., 2006). A proteina PGC-1a controla a transcricdo de muitas outras
proteinas necessarias para a funcdo mitocondrial e para o metabolismo da energia celular, mas
a propria transcricdo de PGC-1a pode ser prejudicada por mHtt (ROSS; TABRIZI, 2011).

PGC-1a desempenha um papel critico na biogénese mitocondrial, tem papel na
termogénese adaptativa, e influencia o tipo de fibra muscular (JOHRI; CHANDRA; BEAL,
2013; PUIGSERVER et al., 1998). Fibras oxidativas resistentes a fadiga (contragéo lenta) séo
ricas em mitocondrias e contém niveis elevados de PGC-1a. Ja as fibras glicoliticas fatigaveis
(contracdo rapida) contém menos mitocondrias e niveis baixos de PGC-lo (JOHRI;
CHANDRA; BEAL, 2013). De fato, a DH apresenta disfungdo mitocondrial, metabolismo
energético prejudicado, patologia muscular e déficit na termogénese adaptativa, o que pode ser
o reflexo do papel da PGC-1a alterado (WEYDT et al., 2006; WEYDT; DUPUIS; PETERSEN,
2018; ZIELONKA et al., 2014).
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Originalmente, a PGC-1a foi descrita como um mediador chave da termogénese
adaptativa, sendo altamente expressa em adipocitos marrons mediando a expressdo de UCP1
em resposta a estimulacdo noradrenérgica. As UCPs sdo proteinas que sdo localizadas junto a
cadeia respiratéria na membrana interna da mitocondria. L& dissipam o gradiente de prétons
ligado a oxidacéo e geram calor (PUIGSERVER et al., 1998).

Interessantemente, a hipotermia ja foi relatada em modelos animais e em humanos. O
modelo transgénico truncado N171-82Q mostra hipotermia progressiva a partir de 17 semanas
de idade (WEYDT et al., 2006). As evidéncias deste estudo mostraram que a termogénese
prejudicada ndo seria originada de uma alteracdo no hipotalamo, mas em vez disso, os dados
sugeriram que o defeito decorre da interferéncia da transcricdo de PGC-1a no tecido adiposo
marrom. Neste mesmo estudo, os camundongos N171-82Q foram divididos em 2 grupos: o
primeiro ficou a temperatura ambiente e o segundo grupo em uma temperatura de 30°C. Os
animais que permaneceram em uma temperatura maior viveram significativamente mais tempo
(24 dias a mais em meédia). Alguns outros modelos também foram testados, mas nem todos
apresentam hipotermia como € o caso do modelo YAC72 (WEYDT et al., 2006). Até
recentemente, a hipotermia era documentada apenas em modelos animais, no entanto um
recente estudo mostrou um caso de um paciente de 29 anos de idade que apresentou temperatura
corporal de 34°C (temperatura axilar) (ALTLNER; ARDIC; CEBI, 2020).

Além dos fatores genéticos, outros fatores também podem associados a idades mais
precoces de diagndstico. E o caso, por exemplo, de insultos perinatais (meningite, nascimento
prematuro, asfixia) e disturbios do neurodesenvolvimento (autismo, sindrome de down)
(BARKHUIZEN et al., 2018). Em relac&o ao género, esta parece ser uma variavel que ndo afeta
a idade inicial dos sintomas. No entanto, parece que mulheres apresentam um fendétipo
ligeiramente mais grave e taxa de progressao mais rapida especialmente nos dominios motor e
funcional (ZIELONKA etal., 2013). Sabe-se também, que a transmissao paterna esta associada
a maiores expansdes das repeticdes CAG e consequentemente piores diagnosticos e com a DH
juvenil (KUMAR; GARG, 2016; WHEELER et al., 2007).
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1.7.1 Estilo de vida e ambiente enriquecido

Excluindo a influéncia do tamanho das repeticdes CAG, parece que as contribuicdes
do ambiente sdo predominantes sobre a parte genética representando 60% da explicacdo das
variagoes observadas (GUSELLA; MACDONALD, 2009; WEXLER et al., 2004).

Investigando possiveis fatores que contribuem para esta variabilidade, Trembath e
colaboradores (2010) investigaram a relacéo do estilo de vida e do comprimento da repeticédo
CAG com a idade inicial dos sintomas. Neste trabalho foram realizadas entrevistas verificando
uma serie de atividades realizadas durante a fase assintomatica e classificadas
predominantemente como fisicas, intelectuais ou passivas de 156 portadores da DH. Verificou-
se que embora o comprimento da repeticdo CAG esteja relacionado a idade inicial dos sintomas,
isto ndo é apenas atribuivel ao tamanho da repeticdo. Parte do inicio precoce independe do
comprimento da mutacéo. Verificou-se também que adotar um estilo de vida menos passivo
pode atrasar significativamente a sintomatologia (TREMBATH et al., 2010).

Apesar do cuidado em pontuar corretamente as experiéncias de cada individuo, os
autores reconhecem que h& uma imprecisdo inerente neste tipo de pesquisa clinica
(TREMBATH etal., 2010). Um dos desafios que se apresentam quando se busca avaliar o estilo
de vida é que essas pesquisas “clinicas” diferem das convencionais porque ocorrem em sentido
retrospectivo, quando 0s pacientes ja apresentam consideraveis prejuizos, e os fatores passam
entdo a ser menos controlaveis (KEMPERMANN, 2019).

Para estudos com pacientes em estadgio pré-sintoméatico, outras dificuldades
metodoldgicas também se apresentam. Essas dificuldades podem ser encontradas na prépria
selecdo dos participantes. Geralmente os individuos que se submetem a estudos clinicos devem
ser individuos que ja possuem a confirmacdo genética através de um teste preditivo. Imagina-
se que estes individuos talvez ndo sejam tdo representativos e representem um parcela mais
resiliente da populacdo com DH visto que a realizacdo de testes preditivos tem se mostrado
estar associada com maior nivel educacional, melhor status socioeconémico e também podem
ser mais resilientes psicologicamente (PAPP; KAPLAN; SNYDER, 2011).

Apesar da complexa tarefa de isolamento dos diversos fatores que acompanham o0s
individuos, um estilo de vida estimulante e controlado pode ser modelado em laboratorio pelo
ambiente enriquecido (AE) através de uma condicao habitacional que reforca os envolvimentos
sensoriais, cognitivos, motores e sociais em relacdo as condi¢fes habitacionais padrdo (MO;

RENOIR; HANNAN, 2016). O contato social, estimulos sensoriais, tipo de recinto, nutri¢ao,
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enriquecimento fisico e objetos inanimados podem ser controlados de diversas maneiras para
proporcionar AE aos roedores (SINGHAL et al., 2014).

A primeira evidéncia de que o AE poderia ser benéfico em um modelo genético de um
distarbio cerebral foi fornecida usando camundongos transgénicos para DH, R6/1. Foi
verificado que o AE era capaz de atrasar o inicio dos sintomas motores, além de prevenir a
perda do volume cerebral mesmo tratando-se de uma doenca de origem genética (VAN
DELLEN et al., 2000).

Segundo Kempermann (2019), os efeitos do AE podem ser analisados em diferentes
niveis, como: nivel genético, molecular, celular, de 6rgéos, sistemas, do individuo e em nivel
comportamental (KEMPERMANN, 2019). Diversos modelos animais, inclusive modelos da
DH, mostram efeitos positivos robustos do AE em diferentes niveis
(NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006).

Alguns aspectos positivos do AE foram “dissecados” por Hockly (2002). S&o eles: (i)
estrutura social: os camundongos sdo animais sociais e um grupo social maior permite maiores
niveis de interacdo social; (ii) calor: o tamanho do grupo maior e a disponibilidade de material
para ninho adicional permitem que os animais regulem sua temperatura corporal de forma mais
eficaz; (iii) espaco: as caixas geralmente maiores permitem maior area para exercicios e para
estabelecer territorios dentro da gaiola; (iv) exercicio: a gaiola maior e a disponibilidade de
brinquedos, especialmente a roda de corrida, permitem que se exercitem mais; (v) novidade: 0s
brinquedos, mudados com frequéncia, introduzem um elemento de novidade e podem estimular
a cognicao visto que a cada novidade um novo mapa mental deve ser formado.

Os mecanismos pelo quais o AE promove efeitos benéficos para o encéfalo ainda néo
sdo tdo claros, mas ha algumas possibilidades plausiveis. Entre elas a sinalizacdo sinaptica
aumentada, aumento de densidade de espinhos dendriticos, modificacdo da conectividade
neuronal e sinaptica, transcri¢do de genes codificando proteinas neuronais importantes para a
plasticidade, para a aprendizagem e memoria (NITHIANANTHARAJAH et al., 2009;
ZUCCATO; CATTANEO, 2007). De particular interesse para a DH, o AE também regula
positivamente neurotrofinas (ZUCCATO; CATTANEO, 2009), essenciais para a sobrevivéncia
e desenvolvimento neuronal, como 0 BDNF que se encontra em baixos niveis nessa condi¢do
(PLACIDO et al., 2021).
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E interessante notar, que embora as abordagens genéticas parecam as mais promissoras
devido a natureza genética da DH, os estudos com tratamentos genéticos encontram algumas
barreiras como a dificuldade de direcionar o farmaco para o alelo mutado, a entrega complexa
podendo envolver métodos invasivos como inje¢do intratecal e puncao lombar que podem ainda
ser em numero repetido de doses (SHANNON, 2020).

Devido a previsibilidade genética, a DH € talvez a mais suscetivel das doencas
neurodegenerativas a intervencdo precoce (ROSS; TABRIZI, 2011). No entanto, enquanto nao
h& uma cura, a literatura segue controversa se testes preditivos trazem consequéncias negativas
ou positivas. Em relacdo aos argumentos contrarios a realizacdo de teste preditivo para a DH,
um estudo que analisou o impacto de testes preditivos para diversas condi¢des clinicas chegou
a concluséo que especificamente para essa condi¢do o impacto psicologico poderia ser negativo,
ja que a depressdo e ansiedade ja sdo sintomas presentes na fase pré-manifesta (OLIVERI et
al., 2018). No entanto, existem estudos demonstrando que o diagnéstico reduz o risco para 0
suicidio (PAULSEN et al., 2005) e pode trazer alguns beneficios sociais, conferindo
legitimidade aos sintomas e abrindo acesso a servicos de apoio (ROSS et al., 2014). Nesse
sentido, mudancas de estilo de vida parecem ser uma abordagem promissora em um momento
em que ainda se encontram desafios para um tratamento efetivo. Soma-se a isso, o fato de que
a abordagem proposta ndao necessita de um diagnostico, visto que a principio ndo traria prejuizos

mesmo que direcionada para pessoas sem a DH.

1.8 JUSTIFICATIVA

A DH, uma doenca neurodegenerativa de carater progressivo e fatal, ndo possui cura
e nem tratamento efetivo no controle de sua progressdo. Devido ao padrédo de heranga
autossomico dominante, a chance de ser acometido por esta condi¢do quando um dos pais €
afetado é de 50%. Apesar do sintoma caracteristico da DH ser a coreia, sintomas cognitivos,
neuropsiquiatricos e periféricos também a acompanham. Muitas vezes 0s sintomas ndo-motores
aparecem anos antes do diagnostico e frequentemente sdo relatados como de maior impacto
pelo proprio paciente e familiares. Evidéncias apontam que o estilo de vida pode influenciar
significativamente a progresséo e idade inicial dos sintomas da DH. Isso gera a perspectiva do
uso de estratégias ndo farmacoldgicas para atrasar ou atenuar 0s sintomas para 0S quais
tratamentos efetivos permanecem distantes. A causa genética conhecida permite testes

genéticos que possibilitam tais intervencdes na fase pré-sintomatica da doenca. No entanto,
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intervengdes como um melhor estilo de vida sdo aplicAveis mesmo para aqueles que nédo
desejam realizar o teste preditivo. A causa genética estabelecida proporcionou bons modelos
para estudo da DH. Os camundongos YAC128 expressam 0 gene humano inteiro da DH e
reproduzem o fenotipo que um individuo com DH apresenta ao longo da vida. Comparado a
outros modelos transgénicos de DH, os camundongos YAC128 apresentam 0s sinais em um
tempo de vida relativamente tardio o que € ideal para a aplicacdo de intervencgdes cronicas,
como o AE, no periodo pré-sintomatico. Desta forma, torna-se relevante o estudo dos efeitos
de uma intervencdo ndo-farmacologica em fase pré-sintomatica, avaliando sua capacidade de
retardar e atenuar todo o conjunto de sintomas, juntamente com uma analise de alteracdes

moleculares.

1.9 OBJETIVOS

1.9.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos de uma exposicdo precoce ao AE sobre déficits motores e
comportamentais bem como o0s niveis de neurotransmissores monoaminérgicos nos
camundongos WT e YAC128.

1.9.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos da exposicdo ao AE:

- Na atividade motora utilizando os testes do campo aberto, pole teste e da barra
giratoria;

- No comportamento tipo-depressivo utilizando o teste da borrifada com solucéo de
sacarose, o teste da suspenséo pela cauda e o teste do nado forgado;

- No comportamento tipo-ansioso utilizando o teste do labirinto em cruz elevado e o
centro do campo aberto.

- Nos niveis de 5-HT, NE e DA no estriado, cdrtex pré-frontal e hipocampo e investigar
possiveis correlagdes entre 0 comportamento e 0s niveis de monoaminas.

Verificar se os efeitos comportamentais da exposicéo ao AE persistem apés 60 dias.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS

Camundongos da linhagem FVB/N, machos e fémeas, do tipo selvagem (WT) e
transgénicos (YAC128), foram utilizados. Os animais foram gerados em nossa colonia local
com casais reprodutores generosamente fornecidos pelo Dr. Brian Christie (Universidade de
Victoria, Canada). Os animais foram desmamados e alojados por sexo no 21° dia pds-natal
(DPN) em condicGes de biotério padrdo: ciclo claro/escuro padrdo 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 0s genotipos (YAC128 e WT) na mesma
gaiola. Todas as manipulagdes foram realizadas em periodo de 9h até 17h. Os procedimentos
experimentais foram aprovados pela comissdo de ética no uso de animais da Universidade
Federal de Santa Catarina (CEUA, Floriandpolis, Brasil; Numero do Protocolo: 4502210318).

2.2 GENOTIPAGEM

O material genético para a realizacdo da genotipagem foi obtido a partir de amostras
de tecido da orelha. A amplificacdo da sequéncia de interesse ocorreu pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando os primers LYA (left YAC arm), RYA (right YAC arm) e actina,
conforme procedimento previamente descrito (DA FONSECA et al., 2018).

Resumidamente, amostras de tecido da orelha dos camundongos foram coletadas e
incubadas em solucéo de lise para digestdo das amostras. Posteriormente, 0 DNA foi extraido
e diluido na proporcdo 1:10. Para a PCR foi preparado um mix contendo 5uL de Master Mix e
0,5uL de cada primer (LYAF, LYAR, RYAF, RYAR, Actina F, Actina R) por amostra. Apés
a preparacdo do mix foi adicionado 2uL de cada amostra de DNA anteriormente diluido
(concentracdo final 0,3 puM/primer). As amostras foram colocadas no termociclador para
amplificagdo dos fragmentos de DNA. Apds amplificacéo, 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 (Figura 8).
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Figura 8 - Imagem representativa do gel de genotipagem dos camundongos WT e YAC128

Actina; 450 pb - -
LYA: 230 pb

RYA: 170 pb - : = . . —
b ===kttt -

Legenda: Os simbolos (+) indicam animais positivos para a mutagdo (YAC128) e o (-) indicam animais negativos
para a mutacdo (selvagens, WT). A primeira banda representa a banda de actina (450pb), presentes em todos 0s
animais (controle positivo). As duas bandas seguintes representam a mutacéo genetica presente nos camundongos
transgénicos, LYA (230pb) e RYA (170pb).

Fonte: a autora.

2.3 DESENHO EXPERIMENTAL

No DPN 21, os camundongos foram desmamados e imediatamente separados em dois
grupos: 1) Ambiente controle (AC), 2) Ambiente 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 x 32 x 16 cm) contendo quatro objetos intercalados entre tubos de plastico
ou papeldo, barbante ou arame encapado, toca de plastico, rede produzida a partir de mascaras
cirurgicas, algoddo para nidificacdo, pecas de lego, roda em posicéo horizontal sem suporte que
possibilitasse a corrida (Figura 9). 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 aos respectivos ambientes (DPN 21 até o DPN 60).



44

Figura 9 — Exemplos de AE

.
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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 cirlrgica, toca de pléstico e roda em posicéo
horizontal.

Fonte: a autora.

No primeiro protocolo experimental (Figura 10), uma bateria de testes
comportamentais foi aplicada por quatro dias consecutivos quando os animais completaram 2
meses de idade. 24 horas apds o ultimo teste comportamental, os camundongos foram pesados
e entdo eutanasiados por deslocamento cervical. Os encéfalos dos camundongos foram
removidos e o hipocampo, o0 cOrtex pré-frontal e o estriado dissecados para posterior

mensuracao dos niveis de monoaminas (Figura 10).
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Figura 10 — Desenho Experimental 1

AC AE
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Legenda: Camundongos WT e YAC128, fémeas e machos, com 21 dias de idade foram alojados em AC ou AE
por 39 dias. A partir do DPN 61 uma bateria de testes comportamentais foi aplicada na seguinte sequéncia: DPN
61: teste do labirinto em cruz elevado (LCE) e pole teste (PT); DPN 62: teste do campo aberto (TCA) e da borrifada
com solucgdo de sacarose (TBS); DPN 63: teste da suspenséo pela cauda (TSC); DPN 64: teste de aceleracdo da
barra giratoria (rotarod). No DPN 65, os camundongos foram eutanasiados. O cdrtex pré-frontal, estriado e
hipocampo foram dissecados para determinar os niveis de monoaminas por HPLC.

DPN = dia pos-natal; AC = ambiente controle; AE = ambiente enriquecido; DPN = dia pds-natal; WT = tipo
selvagem; YAC128 = modelo de camundongos transgénicos para DH.

Fonte: a autora. Imagem produzida com o auxilio da ferramenta mindthegraph.com

Com o objetivo de verificar a persisténcia dos possiveis efeitos do AE, um segundo
protocolo foi realizado (Figura 11). Neste protocolo, no DPN 60, os camundongos que estavam
no AE foram reintroduzidos ao AC (esse grupo sera apresentado nas figuras de resultados como
AE-AC) onde permaneceram até os quatro meses de idade, quando uma bateria de testes
comportamentais foi realizada por quatro dias consecutivos novamente (DPN 120 - DPN 123)
(Figura 11).
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Figura 11 — Desenho Experimental 2

Grupo 1 Grupo 2
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Legenda: Camundongos WT e YAC128, fémeas e machos, com 21 dias de idade foram alojados no AC ou AE.
No DPN 60 os camundongos que estavam no AE retornaram para as gaiolas do AC (Grupo 2). A partir do DPN
120 uma bateria de testes comportamentais foi aplicada na seguinte sequéncia: DPN 120: LCE e PT; DPN 121:
TCA e TBS; DPN 122: rotarod; DPN 123: TSC e teste do nado forcado (TNF).

DPN = dia p6s-natal; WT = tipo selvagem; YAC128 = modelo de camundongos transgénicos para DH.

Fonte: a autora. Imagem produzida com o auxilio da ferramenta mindthegraph.com

2.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

Uma bateria de testes comportamentais para avaliar comportamentos relevantes a
depressao, ansiedade e atividade locomotora foi realizada com o objetivo de avaliar os efeitos
do genotipo e da exposicdo ao ambiente.

Para o protocolo experimental 1, os testes comportamentais foram aplicados na
seguinte sequéncia: DPN 61: teste do labirinto em cruz elevado (LCE) e pole teste (PT); DPN
62: teste do campo aberto (TCA) e da borrifada com solucéo de sacarose (TBS); DPN 63: teste
da suspensdo pela cauda (TSC); e no DPN 64: teste de aceleracdo da barra giratéria (rotarod).
Para o protocolo experimental 2, os testes comportamentais foram aplicados na seguinte
sequéncia: DPN 120: LCE e PT; DPN 121: TCA e TBS; DPN 122: teste do rotarod; e no DPN
123: TSC e teste do nado forcado (TNF).

Os camundongos foram habituados por pelo menos 1h antes do inicio dos testes que
foram realizados sob luz de baixa intensidade (12 Ix). Todos os testes comportamentais foram
realizados no periodo das 9h — 17h e gravados por uma camera de video (HD Pro Webcam
C920 Logitech, CA, USA) posicionada acima dos aparelhos e pontuados pelo avaliador em
uma sala de observagdo com excecdo do TCA, analisado pelo software ANY-maze® (Stoelting
Co., Wood Dale, IL, USA), e do TNF analisado posteriormente a partir dos videos obtidos. Os

aparelhos foram limpos com etanol 10% entre os animais para evitar pistas de odor.
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2.4.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O teste do LCE é bem estabelecido para a avaliacdo do comportamento do tipo-ansioso
(WALF; FRYE, 2007). O aparelho do teste possui uma forma cruzada com dois bragos abertos
perpendiculares a dois bragos fechados. Devido ao medo incondicionado de altura/espagos
abertos que os roedores apresentam, eles tendem a passar menos tempo nos bragos abertos
(WALF; FRYE, 2007). Os animais foram colocados na juncdo dos bragos abertos e fechados,
de frente para o braco fechado, e 0 comportamento foi registrado por 5 minutos. A porcentagem
de tempo gasto e 0 nimero de entradas nos bracos abertos foram utilizadas (contadas quando
todas as quatro patas do roedor estavam no brago aberto) como uma medida de comportamento

do tipo-ansioso.

2.4.2 Pole Teste (PT)

A agilidade motora foi avaliada pelo PT conforme previamente descrito (OGAWA et
al., 1985) com algumas modifica¢fes. O aparato deste teste consiste em uma vareta vertical de
madeira com superficie aspera (medidas: 54 cm de altura por 1 cm de didametro) onde o
camundongo foi posicionado no topo. O tempo entre o animal orientar-se para baixo e descer
até o chdo (tempo de descida) foi registrado. Se 0 camundongo ndo conseguiu virar totalmente
para baixo, caiu ou escorregou, o valor padrdo de 120s foi registrado (120s é o tempo maximo
permitido para cada tentativa). Cada animal completou cinco tentativas. Para a analise
estatistica, o melhor desempenho foi utilizado.

2.4.3 Teste do Campo Aberto (TCA)

A atividade locomotora foi avaliada utilizando o aparato campo aberto (CA) que
consistiu em uma caixa de madeira medindo 40 x 60 x 52 cm. O piso do aparato foi dividido
nas regides central (13,5 x 30cm) e periférica, onde a atividade no centro foi utilizada para
medir o comportamento do tipo-ansioso (BAILEY; CRAWLEY; BAILEY, 2009). A distancia

total percorrida e o tempo gasto no centro da arena foram registrados durante 6 minutos. Os
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parametros foram analisados pelo sistema de rastreamento de video ANY-maze® (Stoelting
Co., Wood Dale, IL, USA).

2.4.4 Teste da Borrifada com solucéo de Sacarose (TBS)

O TBS foi realizado de forma semelhante ao protocolo previamente descrito
(DUCOTTET,; BELZUNG, 2004) com algumas modificacbes. Os animais foram colocados
individualmente em um cilindro transparente por 5 minutos para aclimatacdo ao aparato. Apos
esse periodo, uma solugdo de sacarose a 10% foi borrifada na regido dorsal do camundongo.
Devido a viscosidade e sabor palatavel da sacarose, esse procedimento geralmente induz
comportamentos de limpeza. Depois de aplicado a solucdo, a laténcia para o inicio do
comportamento de autolimpeza e o tempo total de autolimpeza foram registrados por um

periodo de 5 minutos e tomados como um indice de anedonia.

2.4.5 Teste da Suspensao pela Cauda (TSC)

O TSC foi proposto inicialmente por Steru et al (1985), e é baseado na avaliagdo da
imobilidade em uma situacdo de "desespero comportamental” (STERU et al.,, 1985).
Resumidamente, os camundongos foram suspensos cerca de 50 cm acima do chdo por fita
adesiva. Os camundongos foram considerados imdveis apenas quando pendurados
passivamente e completamente imdveis. O tempo de imobilidade foi avaliado durante um
periodo de 6 min para cada camundongo e interpretado como comportamento do tipo-

depressivo.

2.4.6 Teste do Nado Forcado (TNF)

O comportamento do tipo-depressivo também foi avaliado por meio do TNF, conforme
descrito anteriormente (PORSOLT; BERTIN; JALFRE, 1977). Resumidamente, 0s animais
foram colocados individualmente em um cilindro de plastico (10cm de diametro por 25cm de
altura) preenchido por agua a temperatura ambiente. O comportamento foi registrado e o tempo
de imobilidade dentro de um periodo de 6 min foi contabilizado a partir da analise dos videos.
A imobilidade foi definida como a falta de movimento do corpo inteiro, consistindo apenas de

pequenos movimentos necessarios para manter a cabeca do animal acima da agua.
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2.4.7 Teste de aceleracdo da barra giratoria (Rotarod)

O desempenho motor no rotarod (Insight®, Sao Paulo, Brasil) foi avaliado conforme
previamente descrito (CARTER; MORTON; DUNNETT, 2001; DUNHAM; MIYA, 1957)
com algumas modifica¢es. Os camundongos foram previamente aclimatados ao aparelho por
120 segundos, a uma velocidade constante de 5 RPM. Apo6s um intervalo de descanso de 120
minutos, cada animal foi testado por 4 sessdes. Cada sessdo durava 5 minutos e a velocidade
aumentava de forma progressiva de 5 até 37 RPM dentro de cada sessdo. O intervalo entre cada
sessdo foi de 60 minutos. O tempo que cada animal permaneceu na barra antes de cair (o tempo
de laténcia para a primeira queda) e o numero de quedas foram registados. Os resultados foram

expressos como a média das quatro sessoes.

2.5 DETERMINACAO DOS NiVEIS DE MONOAMINAS CEREBRAIS

Para determinar os niveis de monoaminas, 0 hipocampo, o estriado e o cortex pré-
frontal foram dissecados em gelo e imediatamente congelados em nitrogénio liquido. Os tecidos
coletados permaneceram a - 80°C até a analise. Os niveis de norepinefrina (NE), dopamina
(DA) e serotonina (5-HT) foram determinados por HPLC por deteccdo fluorométrica de acordo
com o que foi descrito por de Benedetto e colaboradores (2014).

Os tecidos cerebrais foram homogeneizados em gelo em microtubos contendo acido
perclérico 0,2 M com cisteina 3 mM a 1:6 (p/v). O homogenato foi centrifugado (12.000xg,
10min, 4°C) e o sobrenadante resultante (20ul) foi injetado no HPLC.

Uma curva padrdo foi realizada com concentracdes variando de 0,016 a 2,50 ng/ul
para estimar os niveis de DA, 5-HT e NE. A analise foi realizada com um Sistema Jasco LC-
2000 Plus usando uma coluna ACE® C18 Ultra-Inert, a uma taxa de fluxo de 0,6 ml/min e
mantida a uma temperatura de 35 °C. As monoaminas foram eluidas numa solugéo isocréatica
de acetato (acido acético 12 mM, &cido etilenodiamina tetraacético 0,26 mM)/solucdo de
metanol (86:14, v/v). A fluorescéncia foi monitorada usando excitagdo a 279 nm e emisséo a
320 nm. Os picos dos analitos foram identificados pela comparacdo dos tempos de retencéo dos

respectivos padrbes. As areas dos picos foram integradas para quantificar as amostras por
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regressdo linear da curva de calibragdo dos padrdes. Os valores obtidos foram expressos em

pg/ul.

2.6  ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados com o software estatistico Statistica 13.5 (StatSoft Inc.,
Tulsa, OK, EUA). Os graficos e a analise de correlacdo foram obtidos pelo GraphPad Prism
versdo 7.00 para Windows (La Jolla, California, EUA). Outliers foram identificados pelo teste
de Grubbs (https://www.graphpad.com/quickcalcs/Grubbsl.cfm) e removidos das analises. Os
dados apresentaram distribuicdo normal e foram avaliados por analise de variancia (ANOVA)
de trés fatores para o protocolo 1 (sendo os fatores: sexo, gendtipo e ambiente). Quando nenhum
efeito significativo do sexo foi obtido (p>0,05), os dados de machos e fémeas foram agrupados
e, em seguida, foi realizada uma ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Duncan.
Para o protocolo 2, foi aplicado diretamente a ANOVA de duas vias pela falta de representantes
de ambos os sexos. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).
Para a andlise de correlacdo, os dados dos camundongos YAC128 foram analisados em
conjunto (AC e AE) por meio da Correlagdo de Spearman (r) ja que agrupados nao apresentaram
distribuicdo normal. Para todas as analises, valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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3 RESULTADOS
3.1 EFEITOS DO AMBIENTE ENRIQUECIDO
3.1.1 Peso corporal

A ANOVA de trés vias revelou efeitos significativos do sexo [F(1,30)=11,99; p<0,01],
gendtipo [F(1,30)=6,33; p<0,05] e interacdo ambiente x genodtipo [F(1,30)=5,14; p<0,05] no
peso dos animais. Aos dois meses de idade, apenas camundongos YAC128 machos exibiram
um ganho de peso significativo em comparagdo com os camundongos WT de mesma idade e

ambiente (AC). O AE foi capaz de prevenir o ganho de peso nos machos (Tabela 1).

Tabela 1 — Peso corporal dos camundongos aos 2 meses de idade

Ambiente Controle Ambiente Enriquecido
Peso corporal (g) WT YAC128 WT YAC128
Fémeas 216+0,75 236+136% 21,8+0,80 22,3+0,88
(n) (%) (%) (%) @)
Machos 230+045 274+121** 242+0,80 240+1,73"*
(n) () (5) (5) (%)

Legenda: Os dados representam a média + EPM. **p<0.01 versus WT machos do grupo AC. #p<0.05 versus
YAC128, machos, grupo AC. &p<0.05 versus YAC128, machos, grupo AC.

3.1.2 Comportamentos do tipo-ansioso e depressivo

O comportamento do tipo-ansioso foi analisado utilizando os aparatos LCE e CA. Uma
diminuig&o da circulagdo nos bragos abertos do LCE ou no centro do CA geralmente refletem
um aumento do comportamento do tipo-ansioso (BAILEY; CRAWLEY; BAILEY, 2009;
WALF; FRYE, 2007).
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Em relagdo aos camundongos analisados aos 2 meses de idade, a ANOVA de 3 vias
ndo revelou efeito do sexo no tempo [F(1,29)=0,467; p=0,50] ou no nimero de entradas nos
bracos abertos [F(1,30)=0,058; p=0,81] do LCE. Portanto, uma ANOVA de duas vias foi
realizada. Em relagdo ao tempo gasto nos bracos abertos, apenas o efeito do gendtipo
[F(1,33)=6,462; p<0,05] foi encontrado. O teste post hoc revelou que os camundongos WT
passaram mais tempo do que os camundongos Y AC128 nos bracos abertos no AE (Figura 12A).
O efeito do genotipo também foi encontrado em relacdo ao nimero de entradas nos bracos
abertos [F(1,34)=5,605; p<0,05] no entanto o teste post hoc ndo encontrou diferencas (Figura
12B).

O efeito do sexo néo foi encontrado no tempo em que 0s animais circularam no centro
do CA pela ANOVA de trés vias [F(1,29)=0,528; p=0,47]. A ANOVA de duas vias também
ndo encontrou nenhum efeito {genotipo [F(1,33)=0,025; p=0,87]; ambiente [F(1,33)=0,264;
p=0,61]; interacdo gendtipo x ambiente [F(1,33)=0,660; p=0,42]} (Figura 12C). No entanto, a
analise do nimero de entradas no centro do CA revelou efeitos do sexo [F(1,29)=13,219;
p=0,001], ambiente [F(1,29)=13,662; p<0,001] e interacdo genotipo x sexo [F (1,29) = 31,034;
p <0,001]. Diferencas genotipicas (WT x YAC128) foram encontradas entre machos e fémeas,
mas, curiosamente, de maneiras opostas. No AC, os machos YAC128 realizaram menos
entradas no centro em relagdo aos machos WT. Com as fémeas o resultado foi oposto: fémeas
YAC128 realizaram mais entradas no centro do CA do que as fémeas WT. O mesmo perfil foi
mantido no AE apesar da melhora que ocorreu nos machos YAC128 pelo AE. Além disso,
fémeas e machos YAC128 foram significativamente diferentes em ambos os ambientes (Figura
12D).
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Figura 12 — Comportamento do tipo-ansioso aos 2 meses de idade.
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Legenda: Tempo (A) e entrada (B) de bracos abertos no LCE. Tempo (C) e entrada (D) no centro do CA.
* p<0,05, ** p<0,01 representando diferencas WT x YAC128 no mesmo ambiente.

# p<0,05 representando diferengas AC x AE dentro do mesmo genétipo.

&& p <0,01 representando diferencas fémeas x machos dentro do mesmo ambiente e gendtipo.

Os dados representam a média + E.P.M.

Aos 2 meses de idade, o comportamento aned6nico e do tipo-depressivo foi avaliado
pelos testes TBS (Figura 13A, B) e TSC (Fig. 13C) respectivamente. O sexo nédo foi um fator
com efeito no TBS conforme revelado pela ANOVA de trés vias, tanto para o parametro
laténcia [F(1,29)=0,784; p=0,38] quanto para o tempo gasto com a autolimpeza [F(1,28)=3,117;
p=0,09]. Portanto, a ANOVA de duas vias foi realizada revelando efeito do ambiente para a
laténcia [F(1,33)=4,474; p<0,05] e o tempo total gasto com autolimpeza [F(1,32)=5,586;
p<0,05]. Apesar do efeito do ambiente, o teste post hoc néo revelou diferencas significativas
entre os grupos (Figura 13A, B).
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Em relagdo ao TSC, nédo foi encontrado efeito do sexo [F(1,23)=0,403; p=0,53]. A
ANOVA de duas vias realizada em seguida também nédo detectou nenhum efeito no tempo de
imobilidade no TSC {genotipo [F(1,27)=2,715; p=0,11]; ambiente [F(1,27)=0,499; p=0,48];
interacdo ambiente x gendtipo [F(1,27)=1,353; p=0,25]} (Figura 13C).

Figura 13 — Comportamento do tipo-depressivo aos 2 meses de idade
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Legenda: Laténcia (A) e tempo total (B) de autolimpeza no TBS. Tempo de imobilidade no TSC (C).
Os dados sdo apresentados como média + E.P.M.
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3.1.3 Avaliacdo motora

Diferentes aspectos da funcdo motora foram analisados utilizando PT, TCA e rotarod
(Figura 14). A agilidade motora foi avaliada pelo PT e a ANOVA de trés vias ndo revelou
diferencas significativas para o fator sexo [F(1,29)=1,458; p=0,24]. A ANOVA de duas vias
realizada em seguida ndo revelou nenhum efeito {genotipo [F(1,33)=0,080; p=0,78], ambiente
[F(1,33)=0,966; p=0,33]; interacdo ambiente x gendtipo [F(1,33)=0,090; p=0,77]} (Figura
14A).

A distancia total percorrida foi avaliada pelo TCA e analisada pela ANOVA de trés
vias. Efeitos nos seguintes fatores foram encontrados: sexo [F(1,29)=9,711; p<0,01], ambiente
[F(1,29 =4,191; p<0,05] e interacdo gendtipo x ambiente [F(1,29)=7,062; p<0,05]. O teste post
hoc encontrou diferencas entre fémeas YAC128 e machos YAC128 no AC e AE, mostrando
que as fémeas apresentam hiperlocomocdo em relagdo aos machos do mesmo genotipo em
ambos os ambientes (Figura 14B).

O desempenho do motor também foi analisado pelo teste de aceleragdo do rotarod.
Nenhum efeito do sexo foi encontrado tanto na laténcia para queda [F(1,30)=0,685; p=0,41]
quanto no numero de quedas [F(1,29)=2,083; p=0,16]. A ANOVA de duas vias foi executada
para a analise da laténcia para queda mostrou efeito significativo do gendtipo [F(1,34)=4,792;
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p<0,05], ambiente [F(1,34)=14,037; p<0,001] e interacdo genotipo x ambiente [F(1,34)=4,758;
p<0,05]. A analise do numero de quedas revelou efeitos para os fatores gendtipo
[F(1,33)=4,020; p=0,05] e ambiente [F(1,33)=13,593; p<0,001]. O teste post hoc mostrou que
os camundongos YAC128 tiveram tempo de laténcia para a primeira queda reduzido (Figura
14C) e maior numero de quedas (Figura 14D) em comparagdo aos camundongos WT alojados
no AC. O AE foi capaz de prevenir essa condicdo, aumentando a laténcia para queda e

diminuindo o nimero de quedas nos camundongos YAC128 (Figura 14C, D).

Figura 14 — Performance motora aos 2 meses de idade
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Legenda: agilidade motora avaliada pelo tempo de descida no PT (A). Distancia percorrida no TCA (B). Laténcia
para queda (C) nimero de quedas (D) no teste do rotarod.

* p<0,05, ** p<0,01 representando diferencas WT x YAC128 no mesmo ambiente.

## p<0,01 representando diferencas AC x AE dentro do mesmo genotipo.

& p<0,05, && p<0,01 representando diferencas fémea x macho dentro do mesmo ambiente e genotipo.

Os dados sdo apresentados como média + E.P.M.
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3.1.4 Niveis de monoaminas

Os efeitos do AE nos niveis de monoaminas no estriado, hipocampo e cortex pré-
frontal foram mensurados por HPLC nos camundongos avaliados aos 2 meses de idade.

A ANOVA de trés vias nado revelou efeito do sexo para as monoaminas mensuradas
no estriado {5-HT: [F(1,29)=0,893; p=0,35]; NE: [F(1,27)=0,843; p=0,37]; DA:
[F(1,27)=0,173; p=0,68]}. Portanto, a ANOVA de duas vias foi realizada e encontrou efeito
apenas do ambiente para a 5-HT [F(1,33)=9.688; p<0,01], NE [F(1,31)=7,788; p<0,01] e DA
[F(1,31)=11,826; p<0,01] no estriado. O AE foi capaz de diminuir os niveis de 5-HT (Figura
15A) e DA (Figura 15C) em ambos os gendtipos (WT e YAC128). Os niveis de NE foram
diminuidos apenas nos camundongos YAC128 (Figura 15B).

A ANOVA de trés vias realizada para 0s niveis de monoaminas no cértex pré-frontal,
revelou efeito do sexo tanto para 5-HT [F(1,30)=10,297; p<0,01] quanto para NE
[F(1,29)=13,404; p<0,001] além da interacdo ambiente x genotipo para NE [F(1,29)=5,794;
p<0,05]. No AC, os camundongos YAC128 diferiram nos niveis de monoamina dependendo
do sexo: as fémeas Y AC128 revelaram maiores niveis de 5-HT (Figura 15D) e NE (Figura 15E)
em relagdo aos machos YAC128. Isso também ocorreu com fémeas WT, mas apenas para 0s
niveis de NE (Figura 15E).

No hipocampo, o efeito do sexo ndo foi encontrado pela ANOVA de trés vias {5HT:
[F(1,28)=3,332; p=0,08]; NE: [F(1,28)=0,206; p=0,65]}. Em seguida, a ANOVA de duas vias
foi realizada e apenas o efeito do ambiente foi encontrado nos niveis de NE [F(1,32)=7,449;
p=0,01] e o teste post hoc encontrou uma diminuicdo nos niveis de NE no hipocampo de
camundongos YAC128 pelo AE (Figura 15G).
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Figura 15 — Niveis de monoaminas nos camundongos aos 2 meses de idade
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Legenda: No estriado, foram analisados os niveis de 5-HT (A), NE (B) e DA (C). No cértex, apenas os niveis de
5-HT (D) e NE (E) foram detectados. Os niveis de 5-HT (F) e NE (G) também foram mensurados no hipocampo.
Os niveis de DA ndo foram detectados no cortex e hipocampo.

Os valores sdo apresentados como tecido pg/ul = E.P.M.

# p<0,05, ## p<0,01, representando diferengas CE x EE dentro do mesmo genotipo.

& p<0,05, && p<0,01 representando diferencas fémeas x machos dentro do mesmo ambiente e genétipo.

3.1.5 Anadlise de Correlacdes

As andlises de correlacdo envolveram os camundongos YAC128 em ambos o0s
ambientes. Quando os dados do AC e AE foram agrupados ndo seguiram uma distribuicdo
normal e, portanto, foram avaliados pela correlacdo de Spearman.

A anélise de correlagdo entre a tarefa do rotarod e os niveis de monoaminas revelou
uma correlacdo significativa e negativa entre a laténcia para queda e os niveis de 5-HT no

estriado (Figura 16A). Uma correlagdo negativa significativa também foi encontrada entre a
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laténcia para queda e os niveis de NE no estriado (Figura 16B) e no hipocampo (Figura 16G).

Portanto, os resultados indicam uma possivel associacdo entre niveis mais baixos de

monoaminas nessas regides e um melhor desempenho motor.

Figura 16 — Correlacdo entre niveis de monoaminas e laténcia para queda no rotarod
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Legenda: a correlagdo de Spearman foi realizada para verificar possiveis associagdes entre a laténcia para queda
e niveis de 5-HT (A, D, F), NE (B, E, G) e DA (C) no estriado (A, B, C), no cortex pré-frontal (D, E) e no
hipocampo (F, G). AC = Ambiente Controle; AE = Ambiente Enriquecido.

Nos chamou a atencdo as diferengas entre machos e fémeas YAC128 encontradas na
distancia percorrida no CA (Figura 14B), no nimero de entradas no centro do CA (Figura 12D)
e nos niveis de 5-HT e NE no cortex pré-frontal (Figura 14D, E). Portanto, hipotetizamos que
essas variaveis poderiam estar correlacionadas. O teste de correlacdo de Spearman encontrou
uma correlacdo significativa e positiva onde niveis mais altos de NE no cértex pré-frontal
estavam correlacionados a maior a distancia percorrida no CA pelos camundongos YAC128
(Figura 17B). O nimero de entradas no centro do CA também se correlacionou positivamente

com os niveis de 5-HT (Figura 17C) e NE (Figura 17D) no cortex pré-frontal.
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Figura 17 — Correlacdo entre niveis de monoaminas no cortex pré-frontal e performance no
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Legenda: a correlagdo de Spearman foi realizada para verificar possiveis associa¢des os niveis de 5-HT (A, C) e
NE (B, D) no cértex pré-frontal com a distancia percorrida no CA (A, B) e n° de entradas no centro do CA (C, D).
AC = Ambiente Controle; AE = Ambiente Enriquecido.

O estriado e o hipocampo também foram avaliados quanto a sua correlacdo com a
distdncia percorrida (Tabela 2) e com o nimero de entradas no centro do CA (Tabela 3).
Novamente o teste de correlagdo de Spearman foi realizado, no entanto, nenhuma correlacéo
foi encontrada (Tabela 2 e 3).
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Tabela 2 — Correlagdo de Spearman entre niveis de monoaminas no estriado e hipocampo

versus distancia percorrida no CA

Tecido/monoamina R de Spearman Valor de p
Estriado
Serotonina -0,0706 0,80
Norepinefrina 0,1750 0,53
Dopamina -0,100 0,72
Hipocampo
Serotonina 0,0750 0,79
Norepinefrina -0,3214 0,24

Legenda: o teste de correlacdo de Spearman foi realizado entre as monoaminas no estriado e hipocampo e a
distancia percorrida no CA. No entanto, nenhuma correlacdo foi encontrada (p>0,05).

Tabela 3 - Correlagéo de Spearman entre niveis de monoaminas no estriado e hipocampo

versus nimero de entradas no centro do CA

Tecido/monoamina R de Spearman Valor de p
Estriado
Serotonina -0,0251 0,93
Norepinefrina -0,0484 0,86
Dopamina 0,1040 0,71
Hipocampo
Serotonina 0,4502 0,09
Norepinefrina -0,1431 0,61

Legenda: o teste de correlacdo de Spearman foi realizado entre as monoaminas no estriado e hipocampo e o
namero de entradas no centro do CA. No entanto, nenhuma correlacéo foi encontrada (p>0,05).

3.2 PERSISTENCIA DOS EFEITOS DO AMBIENTE ENRIQUECIDO

Para investigar se os efeitos de 39 dias de alojamento no AE persistem ap6s um periodo
de 2 meses, um grupo de camundongos WT e YAC128 foi retirado do AE aos 2 meses e

expostos ao AC até completarem 4 meses de idade quando foram avaliados.
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3.2.1 Peso corporal
Aos 4 meses de idade, nenhum efeito no peso corporal foi revelado pela ANOVA de
duas vias {gendtipo [F(1,34)=0,032; p=0,85]; ambiente [F(1,34)=0,004; p=0,95]; interacdo

ambiente x genotipo [F(1,34)=1,307; p=0,26]} (tabela 4).

Tabela 4 - Peso corporal dos camundongos aos 4 meses de idade

Ambiente Controle Ambiente Enriquecido

Peso corporal (g) WT YAC128 WT YAC128

Fémeas e Machos 26,3+0,76 255+0,76 25,4+0,79 26,5 +0,95
(n) (10: 5F + 5M) (8: 7F + 1M) (10: 5F + 5M) (10: 5F + 5M)

Legenda: Sao representados a média do peso corporal de cada grupo bem como o n amostral por grupo (n total: n
fémeas + n machos). Os dados representam a média + EPM.

3.2.2 Comportamentos do tipo-ansioso e tipo-depressivo

Para os camundongos analisados aos 4 meses de idade, a ANOVA de duas vias ndo
revelou nenhum efeito no tempo de permanéncia nos bracos abertos do LCE {genétipo
[F(1,34)=1,114; p=0,30]; ambiente [F(1,34)=1,977; p=0,17]; interacdo genotipo x ambiente
[F(1,34)=0,022; p=0,88]} (Figura 18A). Por outro lado, a ANOVA de duas vias revelou efeito
do ambiente no nimero de entradas nos bragos abertos [F(1,34)=6,821; p<0,05], mas o post
hoc néo revelou diferenca entre os grupos (Figura 18B).

Para o TCA, a ANOVA de duas vias encontrou apenas o efeito do genotipo no tempo
do centro [F(1,34)=6,309; p<0,05], no entanto, o post hoc ndo encontrou diferencas entre 0s
grupos (Figura 18C). Para o numero de entradas no centro do CA, a ANOVA de duas vias ndo
detectou diferencas {genotipo [F(1,34)=0,6276; p=0,43]; ambiente [F(1,34)=0,9416; p=0,34];
interacdo gendtipo x ambiente [F(1,34)=1,093; p=0,30]} (Figura 18D).
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Figura 18 - Comportamento do tipo-ansioso aos 4 meses de idade
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Legenda: Tempo (A) e entrada (B) de bragos abertos no LCE. Tempo (C) e entrada (D) no centro do CA.
Os dados sdo apresentados como média + E.P.M.

O comportamento do tipo-depressivo e aned6nico também foram analisados aos 4
meses de idade pelos testes: TBS; TSC e TNF. Em relacdo ao TBS, apenas o efeito do gendtipo
foi revelado pela ANOVA de duas vias na laténcia para autolimpeza [F(1,33)=7,918; p<0,01].
O post hoc mostrou diferenga genotipicas apenas no AC (Figura 19A), mostrando que houve
uma reversdo parcial pelo AE-AC neste parametro (Figura 19A). No segundo pardmetro
avaliado pelo TBS, o tempo total de autolimpeza, a ANOVA de duas vias novamente revelou
efeito do gendtipo [F(1,32)=22,226; p<0,001]. O post hoc mostrou que as diferencas
genotipicas ocorreram em ambos 0s ambientes (Figura 19B).

No TSC, nenhum efeito foi detectado pela ANOVA de duas vias {gendtipo
[F(1,33)=2,219, p=0,15; ambiente [F(1,33)=0,002, p=0,96]; interagdo genotipo x ambiente
[F(1,33)=0,067; p=0,80]} (Figura 19C). Assim como o TSC, a ANOVA de duas vias para 0
TNF também ndo encontrou efeito em nenhum fator {genétipo [F(1,34)=3,279; p=0,08;
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ambiente [F(1,34)=0,005; p=0,94]; interacdo genotipo x ambiente [F(1,34)=0,063; p=0,80]}

(Figura 19D).

Figura 19 - Comportamento do tipo-depressivo aos 4 meses de idade
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Legenda: Laténcia (A) e tempo total (B) de autolimpeza no TBS. Tempo de imobilidade no TSC (C). Tempo de

imobilidade no TNF (D).
Os dados sdo apresentados como média + E.P.M.

3.2.3 Avaliacdo Motora

No PT, apenas o efeito do ambiente foi revelado pela ANOVA de duas vias

[F(1,33)=7,279; p<0,05]. Os animais WT do grupo AE-AC obtiveram uma performance melhor
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no teste (Figura 20A). Em relacdo ao TCA, a ANOVA de duas vias ndo detectou nenhum efeito
{gendtipo [F(1,32)=1,084; p=0,30]; ambiente [F(1,32)=0,1816; p=0,67]; interacdo genotipo X
ambiente [F(1,32)=0,4731; p=0,50]} (Figura 20B).

No teste do rotarod, a ANOVA de duas vias ndo revelou nenhum efeito na laténcia
para queda {gendtipo [F(1,34)=0,020; p=0,89]; ambiente [F(1,34)=0,862; p=0,36]; interacao
gendtipo x ambiente [F(1,34)=0,103; p=0,75]} (Figura 20C). No entanto, para 0 niumero de
quedas o efeito do ambiente foi revelado [F(1,34)=4,156; p<0,05] e o post hoc revelou que o
AE, mesmo que intermitente, foi capaz de melhorar a performance motora nos camundongos
YAC128 diminuindo o nimero de quedas (Figura 20D).

Figura 20 — Performance motora aos 4 meses de idade
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Legenda: agilidade motora avaliada pelo tempo de descida no PT (A). Distancia percorrida no TCA (B). Laténcia
para queda (C) nimero de quedas (D) no teste do rotarod.

# p<0,05 representando diferengas AC x AE dentro do mesmo gendtipo.

Os dados sdo apresentados como média + E.P.M.
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4 DISCUSSAO

A DH é uma condig&o hereditaria classicamente associada a alteragdes no movimento
(ROQOS, 2010), mas que também apresenta outras alteracdes de grande impacto na vida dos
pacientes e familiares (GLIDDEN et al., 2020). Por isso, devido aos diferentes aspectos que
compde a manifestacdo da DH, diferentes avaliagdes foram realizadas nos camundongos
transgénicos YAC128 e serdo discutidas a seguir.

A perda de peso € uma caracteristica bastante marcante na DH e é relatada em estagios
iniciais e avancados (DJOUSSE et al., 2002). Em modelos animais, essa alteracdo ocorre em
direcOes contrarias a depender do modelo. Alguns modelos como R6 perdem (SJOGREN et al.,
2019), enquanto outros como YAC128 e BACHD mostram ganho de peso corporal (POULADI
etal., 2010). Os achados deste estudo concordam com a literatura onde o ganho de peso corporal
foi relatado aos 2 meses de idade para os camundongos YAC128 (VAN RAAMSDONK;
WARBY; HAYDEN, 2007), embora no presente estudo esse resultado tenha sido encontrado
apenas nos machos. Interessantemente, outro estudo, mas com camundongos R6/1, também
demonstrou alteracdo no peso corporal apenas nos machos com 11 e 12 semanas de idade
(KONG et al., 2018). No entanto, é possivel que a alteracdo do peso nas fémeas ndo tenha sido
encontrada devido a um n amostral pequeno (n=5). J& € descrito na literatura que o AE é capaz
de reduzir o peso corporal em camundongos (ZOCHER et al., 2019), e de acordo, os
camundongos machos YAC128 alojados no AE apresentaram peso corporal menor em relagéo
aqueles alojados no AC, prevenindo assim esse fenotipo.

Em contraste, o peso dos animais aos 4 meses de idade nédo foi alterado pelo genotipo.
Talvez isso tenha ocorrido porque o grupo YAC128 alojado em condicBes padrdo era composto
predominantemente por fémeas (7 fémeas e 1 macho) e a diferenca do resultado anterior se deu
nos machos. Cabe notar também, que em um estudo por Pouladi e colaboradores (2008) nao
houve diferenga no peso corporal dos camundongos YAC128 aos 3 meses de idade (um més
anterior a nossa segunda avaliag&o).

Para os camundongos YAC128, uma possivel explicacdo para esse fenotipo que
frequentemente se apresenta vem de um importante regulador do peso corporal com efeito
anabdlico bem estabelecido. Os camundongos YAC128 apresentam aumento no fator de

crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) no plasma. Portanto, parece que pelo menos neste
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modelo, Htt influencia o peso corporal através da modulacéo sinalizacdo de IGF-1 (POULADI
etal., 2010).

Além da avaliacdo periférica, um importante componente da tétrade sdo os sintomas
psiquiatricos. Sabe-se que estes podem ter um impacto bastante expressivo na vida dos
pacientes e seus familiares, impactando suas vidas mesmo anos antes do diagnostico clinico
motor (DUFF et al., 2007; GLIDDEN et al., 2020). Um parametro psiquiatrico relevante para
a DH é a ansiedade. Em relagédo aos camundongos YAC128, o comportamento do tipo-ansioso
ja foi reportado na literatura aos 2 meses de idade pela analise do tempo gasto no centro do CA
(DE PAULA NASCIMENTO-CASTRO et al.,, 2018). Apesar de ndo termos encontrado
diferenca genotipica no pardmetro tempo, encontramos no nimero de entradas no centro do
CA. No entanto, apenas 0os machos YAC128 realizaram menor nimero de entradas no centro.
Interessantemente, outro trabalho também encontrou menor nimero de entradas no centro
apenas nos machos do modelo knock-in Hdh®!! (ORVOEN et al., 2012). Nossos resultados
mostram que o AE foi capaz de aumentar o nimero de entradas no centro do aparato, um efeito
do AE ja relatado na literatura (OPENDAK; GOULD, 2015). No entanto, essa melhora néo foi
suficiente para anular a diferenca genotipica que persistiu no AE.

Outro resultado interessante também ocorreu no TCA. Ao contrério dos machos
YAC128 que apresentaram diminui¢do no nimero de entradas no centro, as fémeas YAC128
obtiveram um resultado oposto, obtendo maior nimero de entradas em relacdo as fémeas WT.
Uma vez que o aumento da exploracdo no centro do CA por roedores pode também ser
interpretado como comportamento de risco (VALVASSORI; VARELA; QUEVEDO, 2017),
talvez o maior nimero de entradas no centro possa ser o reflexo deste comportamento. O
comportamento de risco € um fator que também pode estar presente na DH e tem uma
correlacdo negativa com a idade sendo encontrado especialmente em adultos jovens
(MCDONELL et al., 2020). Interessantemente, nossos animais tinham apenas 2 meses de idade
qguando foram avaliados, 0 que corresponde a idade com maior risco para a apresentacao de
comportamentos de risco. O perfil de idade que se apresenta para a DH, também é presente na
populacdo onde hd uma propensdo maior para comportamentos de risco na adolescéncia
seguido por uma diminuicdo a partir da fase adulta. Uma possivel explica¢do biologica para
esse perfil vem do remodelamento do sistema dopaminérgico que ocorre na adolescéncia
especialmente no cortex pré-frontal e em suas conexdes com outras regifes encefalicas
(STEINBERG, 2008). A impulsividade, um comportamento de risco especifico, ja tinha sido

relatado no modelo BACHD em uma tarefa mais especifica para a avaliacdo desse fendtipo.
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Aos 3 meses de idade, esses animais mostraram altos niveis de impulsividade, o que foi avaliado
por uma tarefa de recompensa onde os BACHD escolhiam recompensas menores e mais rapidas
em vez de recompensas maiores e mais tardias (MANFRE et al., 2016). Conforme a expectativa
do envolvimento do cortex pré-frontal com o comportamento de risco, encontramos que 0O
namero de entradas no centro do CA se correlacionou positivamente com os niveis de 5-HT e
NE especificamente nessa regido encefalica.

Além da utilizacdo do CA para avaliar o comportamento do tipo-ansioso, a analise
deste comportamento também ocorreu pelo teste do LCE. Aos 2 meses de idade, as diferencas
genotipicas foram encontradas no AE, mas ndo no AC. E provéavel que a diferenca tenha
ocorrido apenas no AE porque houve um aumento no tempo em que os camundongos WT
permaneceram nos bracos abertos, mesmo que ndo estatisticamente. O aumento em apenas um
dos genotipos (WT) foi suficiente para ampliar as diferencas entre os camundongos WT e
YAC128 que entdo foi revelada estatisticamente no AE.

Os testes do CA e LCE também foram realizados aos 4 meses, no entanto nenhuma
diferenca foi encontrada. O resultado do TCA vai de encontro ao que foi previamente relatado
na literatura, onde apesar da diminuicdo no tempo gasto no centro do CA ter sido apresentada
aos 2 meses, a diferenca ndo persistiu aos 4 meses de idade (DE PAULA NASCIMENTO-
CASTRO et al., 2018).

Outro parametro psiquiatrico bastante relevante no contexto da DH é a depressdo. Nos
camundongos YAC128, o comportamento do tipo-depressivo ja foi relatado por meio de alguns
testes como TSC, TNF e teste do consumo de sacarose, este tomado como uma medida de
anedonia (DE PAULA NASCIMENTO-CASTRO et al., 2018; POULADI et al., 2008). No
entanto, os achados do comportamento do tipo-depressivo neste estudo divergem da literatura.
Ao0s 2 meses de idade, o comportamento do tipo-depressivo ndo foi revelado pelo TSC nem
pelo TBS. Esse resultado diverge do que foi encontrado por de Paula Nascimento-Castro e
colaboradores (2018), onde aos 2 meses de idade o TST foi aplicado e a diferencga entre os
gendtipos foi encontrada. No entanto, comparando os resultados dos dois estudos, podemos
perceber que mesmo os camundongos WT parecem estar se apresentando com um fen6tipo um
pouco diferente. Enquanto a média do tempo de imobilidade para WT naquele estudo ¢ de cerca
de 50 segundos (DE PAULA NASCIMENTO-CASTRO et al., 2018), aqui encontramos uma

média de apenas 22 segundos (z 4,69), portanto, as diferentes coortes de animais (e mesmo 0s
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camundongos WT) diferiram no tempo de imobilidade por algum motivo. Talvez o motivo da
menor imobilidade seja o reflexo da maior locomocdo para essa coorte de animais. Podemos
hipotetizar que o comportamento do tipo-depressivo, que € medido por um parametro
locomotor, talvez ndo tenha sido encontrado devido ao fato de nossa coorte de animais
apresentar um aumento da locomocdo: a média da distancia percorrida no CA foi de cerca de
37+1,33m em comparacdo com a locomocédo naquela coorte de animais onde a média foi de
30m para os camundongos WT (DE PAULA NASCIMENTO-CASTRO et al., 2018).

Em relacdo aos animais de 4 meses de idade, novamente ndo encontramos diferenca
do gendtipo no TSC divergindo do estudo que encontrou essas diferencas aos 2, 4 e 6 meses de
idade (DE PAULA NASCIMENTO-CASTRO et al., 2018). No entanto, outro estudo néo
encontrou essa diferenca no TSC aos 5 meses de idade (1 més ap6s a nossa idade de avaliacao)
(GARCIA-MIRALLES et al., 2016). O TNF também foi aplicado aos 4 meses de idade e assim
como TST nenhuma diferenca genotipica foi revelada. Novamente, esse resultado diverge da
literatura (DE PAULA NASCIMENTO-CASTRO et al., 2018). Nota-se mais uma vez que 0
grupo controle (WT) se apresentou de maneira distinta aqui. Os camundongos WT
apresentaram um tempo maior de imobilidade do que geralmente é reportada na literatura (DE
PAULA NASCIMENTO-CASTRO et al., 2018; POULADI et al., 2008) o que talvez tenha
ocorrido devido a sequéncia de 2 testes de desespero comportamental realizados de maneira
consecutiva (TSC e TNF na sequéncia no mesmo dia). O maior tempo destes animais imoveis
no TNF nos leva a pensar na hipotese de que talvez tenha ocorrido um comportamento
semelhante ao “desamparo aprendido”. O desamparo aprendido refere-se a exposic¢ao do animal
aum primeiro evento aversivo inescapavel e a exposi¢ao a um segundo evento aversivo no qual
é verificado a desisténcia da tentativa de escape mesmo com essa possibilidade porque
aprenderam com a primeira exposicdo que os resultados eram independentes de suas tentativas
(MAIER; SELIGMAN, 2016). Em nosso caso, 0 primeiro evento refere-se ao TST, no qual 0s
animais lutaram para tentar escapar verificado pelo baixo tempo de imobilidade, e o segundo
evento refere-se a0 TNF em que possivelmente o aprendizado anterior prejudicou a tentativa
de fuga e os animais desistiram de tentar escapar, o que foi verificado pelo alto tempo de
imobilidade.

Em relacdo ao comportamento de anedonia - componente importante da depresséo —
este ja havia sido descrito na literatura para modelos de DH aos 4 meses por meio do teste da
preferéncia e consumo da sacarose (POULADI et al., 2008). Aqui, também encontramos o

comportamento aned6nico, mas por meio do TBS. Os efeitos do AE aplicados no inicio da vida
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(dos 21 dias aos 2 meses) persistiram apenas parcialmente. Ndo houve uma reverséo, mas a
diferenca genotipica deixou de existir no parametro laténcia para autolimpeza no grupo AE-
AC. O resultado pode sinalizar que, apesar de um efeito benéfico ser experimentado por um AE
mesmo que descontinuado, provavelmente os beneficios seriam maiores se o AE fosse aplicado
ao longo de toda a vida. No entanto, no parametro tempo total de autolimpeza a diferenca
genotipica continuou existindo o que também nos leva a pensar que talvez a propria
transferéncia dos animais do AE para o AC tenha causado os efeitos aneddnicos encontrados
no grupo AE-AC aos 4 meses. Em relacdo ao teste aqui utilizado para avaliar a anedonia, 0
TBS, este também tem sido utilizado como um pardmetro para a avaliacéo da apatia (BECKER,
PINHASOV, ORNOQOY, 2021). A apatia, tradicionalmente associada a falta de motivacéao
(CHONG, 2020), é relatada nos pacientes com DH inclusive em estagio prodromal (SOUSA et
al., 2017; MISIURA et al., 2019).

Apesar dos diversos fatores relevantes para o quadro que se manifesta na DH, séo os
déficits motores que dao o diagndstico clinico desta condicao e sdo tidos como marcadores para
idade “inicial” da DH. Um teste frequentemente utilizado para acessar os déficits motores em
modelos animais para DH € o teste da barra giratéria (rotarod) que possui diferentes protocolos.
O desempenho motor no rotarod pode ser influenciado por véarios fatores, como coordenacao
motora, equilibrio, aprendizagem motora e fadiga (BOCCA; RESENDE; KO, 2012; BROOKS;
DUNNETT, 2009; MCFADYEN et al.,, 2003; SHIOTSUKI et al., 2010) e todas essas
caracteristicas sdo relevantes nesta condicdo (BATES et al., 2015; GLIDDEN et al., 2020;
HEINDEL; BUTTERS; SALMON, 1988; VUONG et al., 2018). O protocolo de aceleracéo
aplicado neste estudo buscou analisar os varios fatores envolvidos em conjunto e um prejuizo
na tarefa de aceleracdo do rotarod foi encontrado aos 2 meses de idade. O AE foi capaz de
prevenir o déficit motor levando os camundongos YAC128 a apresentarem um desempenho
igual aos dos camundongos WT.

Os estudos que avaliaram os camundongos YAC128 aos 2 meses de idade, também
encontraram diferencas genotipicas no teste do rotarod, porém utilizando um protocolo
diferente. Esses estudos permitiram um treinamento em velocidade fixa antes do dia do teste e,
apenas no teste, a aceleracdo era aplicada. Como resultado, estes estudos mostraram que,
embora no dia do teste, os camundongos YAC128 apresentassem um desempenho igual ao dos

camundongos WT, no treinamento (especialmente nas primeiras tentativas) o desempenho dos
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camundongos YAC128 foi pior do que os camundongos WT. Em outras palavras, embora
ambos o0s gendtipos, WT e YAC128, tenham aprendido a tarefa do rotarod, os camundongos
YAC128 precisaram de mais treinamento para atingir o mesmo nivel de desempenho que 0s
camundongos WT aos 2 meses de idade (POULADI et al., 2012; VAN RAAMSDONK et al.,
2005b). Em relacdo ao teste com aceleracdo, um desempenho prejudicado é relatado na
literatura a partir dos 3 meses de idade (POULADI et al., 2008), embora esse pior desempenho
ndo tenha sido encontrado em outro estudo com a mesma idade (SLOW et al., 2003).
Curiosamente, os deficits motores que haviam sido revelados na tarefa do rotarod aos 2 meses,
ndo foram encontrados aos 4 meses de idade. Talvez esse resultado reflita um comportamento
com padrdo bifasico ja que outro estudo também encontrou esse perfil mostrando um
comprometimento inicial (aos 4 meses) seguido de uma normalidade em idade posterior (aos 6
meses) (DE PAULA NASCIMENTO-CASTRO et al., 2018). No entanto, tradicionalmente a
partir do momento em que o déficit no rotarod é encontado ele persiste em idades posteriores
(SLOW et al., 2003; POULADI et al., 2012). No presente estudo, mesmo sem
comprometimento aos 4 meses, 0 AE intermitente foi capaz de melhorar a performance motora
dos camundongos YAC128 diminuindo o nimero de quedas.

Apesar da presenca de movimentos involuntarios, principalmente compostos pela
coreia, 0 comprometimento dos movimentos voluntarios também é encontrado e pode incluir
bradicinesia, acinesia e rigidez muscular em graus mais avancados na DH. Portanto, pode-se
notar que ha uma mudanca no estagio de hipercinesia para hipocinesia conforme a doenca
progride (REINER; DENG, 2018; ROSS et al., 2014). Assim como nos pacientes, 0S
camundongos YAC128 também exibem um padrdo bifasico de atividade locomotora com
hiperlocomocédo aos 3 meses de idade seguida por hipolocomoc¢éo detectada aos 12 meses de
idade (SLOW et al., 2003). Neste trabalho, ndo encontramos hiperlocomoc¢édo aos 2 meses de
idade avaliada pelo TCA, o que estd de acordo com os achados na literatura (DE PAULA
NASCIMENTO-CASTRO et al., 2018; SLOW et al., 2003). Apesar da diferenca genotipica
ndo ter sido encontrada, encontramos uma diferenga entre o sexo, onde as fémeas YAC128
tiveram hiperlocomogéo em relacdo aos machos YAC128.

Outro teste utilizado para avaliar a condi¢do motora desses animais foi o PT e nenhuma
diferenga genotipica foi encontrada aos 2 meses de idade. Embora ndo seja t&o comum a
aplicacdo deste teste em comparacdo ao rotarod em modelos para DH, a aplicagdo do PT pode
ser relevante, uma vez que o PT original foi desenvolvido para avaliar a bradicinesia em

modelos de Parkinson (OGAWA et al., 1985) e a bradicinesia também é um sintoma presente
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em estagios especificos da DH, incluindo bradicinesia leve em estagio pré-manifesto (REINER,;
DENG, 2018). Aos 4 meses de idade, embora a diferenca genotipica também nao tenha sido
encontrada, o AE, mesmo que intermitente, foi capaz de melhorar o desempenho dos animais
WT.

Como muitos sintomas aparecem antes de neurodegeneracdo significativa
(VONSATTEL et al., 1985), possivelmente a explicacdo vem de outras causas além do
comprometimento causado pela perda celular. O mesmo ocorre para 0 modelo YAC128 da DH.
Enquanto os camundongos YAC128 apresentam alteracdes fisicas, cognitivas, psiquiatricas e
motoras antes dos 4 meses de idade, a neurodegeneracdo nao surge até idades mais avancadas
(CALLAHAN; ABERCROMBIE, 2011; SLOW et al., 2003; VAN RAAMSDONK; WARBY;
HAYDEN, 2007). Muitos estudos procuram identificar as diferentes alteracBes que ocorrem
nos camundongos YAC128. No presente estudo, propomos analisar os niveis de monoaminas
em trés importantes regides encefalicas afetadas pela DH.

As monoaminas 5-HT, NE e DA foram mensuradas nas regides do estriado, cortex
pré-frontal e hipocampo. No entanto, a DA foi detectada apenas no estriado. Sabe-se que 0s
niveis de DA no hipocampo sdo baixos e, portanto, nem sempre detectados pela técnica de
HPLC (SANTOS et al., 2020). J& no cortex pré-frontal, a DA é normalmente detectada
(SANTOS et al., 2020), no entanto, ndo detectamos no presente estudo. Nossa hipbtese para a
ndo deteccdo no cortex pré-frontal é de que o acido perclérico ndo estava com a qualidade
suficiente para evitar a degradacdo da DA que provavelmente ja estava em quantidades mais
baixas devido ao tamanho do tecido bem menor em relacéo ao estriado onde a DA foi detectada.
Apostamos neste reagente especifico pois ele é utilizado com a finalidade de proteger
monoaminas da degradacdo (UNGERSTEDT, 1991; BOIX; WZIEN; SAGVOLDEN, 1997).

Embora alteracdes genotipicas nos niveis de monoaminas nao tenham sido encontradas
aos 2 meses de idade, a literatura apresenta algumas alteragcdes que ocorrem nos camundongos
YAC128 em idades mais avancadas. Por exemplo, aos 5 meses de idade, os camundongos
YAC128 mostraram reducdo nos niveis de NE e DA no estriado (GARCIA-MIRALLES et al.,
2016). Além disso, aos 10 meses de idade, os niveis de mMRNA dos receptores estriatais D1 e
D2 foram reduzidos em camundongos YAC128 (POULADI et al., 2012). Além da avaliacéo
no estriado, evidéncias de desregulacdo de neurotransmissores liberados no hipocampo,

avaliadas por medidas eletrofisioldgicas, também foram relatadas (GHILAN et al., 2014). Os
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achados deste ultimo estudo mostraram reducGes na depressdo por pulso pareado aos 3 e 6
meses de idade e um aumento da potenciacdo pds-tetanica e potenciacdo de curto prazo apos
uma estimulacao de alta frequéncia. Essas condicdes fisiologicas alteradas podem refletir em
liberacdo elevada de neurotransmissores em resposta a estimulagéo sinéptica no inicio do curso
da DH (GHILAN et al., 2014).

Apesar de alteracdes nos niveis de monoaminas nos camundongos YAC128 aos 2
meses de idade ndo tenham sido encontradas, verificamos que o AE foi capaz de diminuir os
niveis de monoaminas, convergindo para o proposito dos farmacos utilizados no tratamento da
coreia. Para avaliar se a diminuigdo proporcionada pelo AE estava de fato relacionado ao
desempenho motor no rotarod, realizamos um teste de correlagdo, onde encontramos que uma
correlacdo entre a diminuicdo de NE e 5-HT no estriado com melhor desempenho no rotarod.
Curiosamente, o melhor desempenho no rotarod também foi correlacionado com niveis mais
baixos de NE no hipocampo. Embora classicamente ndo considera-se que o hipocampo esteja
diretamente relacionado ao componente motor da tarefa do rotarod e nem mesmo a
aprendizagem motora (BUREAU et al., 2010; GOULD et al., 2002; SCHOLZ et al., 2015), um
estudo encontrou correlacdo entre um melhor desempenho no rotarod associado a maior
anisotropia fracionada derivada da difusdo por ressonancia magnética no hipocampo, sugerindo
uma possibilidade da participacdo desta regido (SCHOLZ et al., 2015).

Um resultado que nos chamou a atencéo e nos levou a realizacdo de mais um teste de
correlacdo foram os resultados da distancia percorrida no TCA e dos niveis de monoaminas no
cortex pré-frontal. Apesar de nenhuma diferenca genotipica nesses resultados, percebemos que
as fémeas YAC128 apresentaram hiperlocomocdo e aumento nos niveis de monoaminas no
cortex pré-frontal em relacdo aos machos YAC128. O teste de correlacdo mostrou que de fato
houve uma correlacdo (r = 0,76), indicando que niveis mais altos de NE estavam relacionados
a um aumento na locomocéo no CA. O teste de correlagdo tambem foi estendido para as demais
regides encefalicas e, interessantemente, as monoaminas mensuradas na regido do estriado -
regido classicamente relacionado aos estados de hiper e hipolocomogdo na DH - ndo foram
correlacionadas com a locomocgdo no CA.

Apesar de na DH, a hipdtese para a origem da hiperatividade e hipoatividade
concentrar-se na morte dos neurdnios estriatais (REINER; DENG, 2018), outra hipotese leva
em consideracdo as alteracbes dos neurotransmissores, onde um aumento da DA seria
responsavel pela coreia enquanto sua diminuigdo seria responsavel pela hipocinesia. Essas

observacdes ganharam forca a partir das observacdes de que a administracdo de L-DOPA era
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capaz de induzir discinesia, um estado de hipercinesia, nos pacientes com Parkinson
(BUNNER; REBEC, 2016).

Em relacdo a regido encefalica, embora a origem da hiper e hipolocomocao esteja
relacionada ao estriado, pelo menos na DH, a literatura também mostra algumas evidéncias do
envolvimento do cortex pré-frontal com a hiperlocomocédo, 0 que poderia justificar nossos
resultados. Um estudo por exemplo, mostrou que lesdes bilaterais no cortex pré-frontal medial
de ratos Sprague-Dawley aumentam a atividade locomotora (JASKIW et al., 1990). Além do
estriado e cortex pré-frontal, parece que a etiologia das regides encefélicas envolvidas no
aumento da atividade locomotora pode envolver pelo menos 12 regides encefélicas distintas
(VIGGIANO, 2008). Por exemplo, estudos envolvendo lesdes na area tegmental ventral (ATV),
uma regido do mensencéfalo que projeta suas fibras para o cortex frontal, também induzem uma
sindrome comportamental caracterizada por hiperatividade locomotora permanente em ratos
(TASSIN etal., 1978). Assim, levando em consideracdo o possivel envolvimento do cortex pré-
frontal na hiperlocomoc¢édo e seu comprometimento na DH, parece plausivel que essa forte
correlacdo encontrada corresponda de fato a uma associacao entre essas variaveis.

Como jé relatado, além do envolvimento do cértex pré-frontal com a locomocao, 0s
niveis de 5-HT e NE no cdrtex pré-frontal também se correlacionaram positivamente com um
possivel comportamento de risco. Como o comportamento de risco foi avaliado por uma
atividade locomotora (nimero de entradas no centro do CA), pode haver uma confusao entre
esses fatores. Além disso, a interpretacdo dessas correlacbes deve ser analisada
cuidadosamente, pois apesar das correlacdes significativas e da plausibilidade suportada pela
literatura, elas ndo necessariamente confirmam uma associacdo entre as variaveis.

De qualquer forma, os resultados indicam a importancia do cortex pré-frontal na
participacdo do fendtipo que se apresenta nessa condicdo. A literatura apresenta importantes
disfungdes nessa regido e na projecdo cortico-estriatal. O estriado recebe input excitatorio
glutamatérgico de todo o cortex cerebral (ANDRE; CEPEDA; LEVINE, 2010; BUNNER;
REBEC, 2016) e existe a hipotese de que tanto uma toxicidade causada pelo aumento de DA
quanto um excitocicidade glutamatérgica na projecdo cortico-estriatal seria responsavel pela
perda dos neurdnios estriatais (GIL; REGO, 2008). Neste trabalho encontramos diminuicéo dos
niveis de DA pelo AE, o que apesar de néo ter sido correlacionado com melhor performance

motora, segundo a hipotese da toxicidade por DA, essa diminui¢do preveniria a morte dos
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neurdnios estriatais. Apesar de DA estriatal ndo ter se relacionado com melhor performance
motora, a NE obteve correlacdo. Ressalta-se a relacdo entre essas duas monoaminas; a NE é
sintetizada a partir da DA pela dopamina B-hidroxilase e ha evidéncias de que DA e NE podem
atuar de maneira sobreposta (RANJBAR-SLAMLOO; FAZLALI, 2020; SPOKES, 1981).

Além disso, as alteracbes no coértex pré-frontal nos levam a pensar numa outra
estrutura, o tronco encefalico, que contém varios nucleos importantes para a producdo e
distribuicdo de monoaminas para o cortex pré-frontal e para outras regibes. A ATV e a
substancia negra localizadas no mesencéfalo sdo importantes na producéo e distribui¢cdo de DA
e apresentam alteraces na DH (HUGUET et al., 2019; LEITAO et al., 2020). O locus
coeruleus, localizado na ponte e importante para no fornecimento de NE, apresenta contagem
mais baixa de neurénios e comprimento reduzido (distancia rostro-caudal do locus coeruleus)
em tecidos post-mortem (ZWEIG et al., 1992). Além disso, uma populacdo de células
serotoninérgicas também foi encontrada em numero reduzido tanto em ratos transgénicos
quanto em pacientes no nucleo da rafe (JAHANSHAHI et al., 2013), regido do tronco
encefalico importante na producdo de 5-HT (SHIBATA et al., 2012). Portanto, visto as
alteracdes de neurotransmissores que ocorrem na DH e a disfuncéo no cértex pré-frontal, seria
interessante também investigar em futuros trabalhos o tronco cerebral que contém importantes
nacleos responsaveis pela producdo de monoaminas.

Em relacdo ao tratamento ndo-farmacoldgico aplicado neste trabalho, ndo € a primeira
vez que um paradigma baseado no enriquecimento é aplicado para o modelo YAC128. No
entanto, o Unico enriquecimento anteriormente aplicado neste modelo foi um "enriquecimento
cognitivo™ que, curiosamente, ndo melhorou o desempenho cognitivo, mas sim o desempenho
motor (STEVENTON et al., 2015). Além disso, ndo foi a primeira vez que 0s niveis de
monoaminas foram avaliados em camundongos YAC128. Os niveis de monoaminas ja haviam
sido analisados, no entanto, em idades mais avancadas (5 meses) onde diferencas genotipicas
foram encontradas (GARCIA-MIRALLES et al., 2016). Contudo, esta parece ser a primeira
vez, até onde temos conhecimento, em que o efeito do AE foi avaliado especificamente nos
niveis de monoaminas em um modelo para DH. No comportamento, nossos resultados
mostraram efeitos neutros ou positivos do AE. Os resultados indicaram que o AE é capaz de
prevenir déficts motores provavelmente pela modulagdo que ocorreu nos niveis de monoaminas
no encéfalo. Em conjunto, os resultados mostram que apesar do AE atuar no mesmo alvo que
0s tratamentos atuais utilizados para coreia, difere deles porque o AE néo afetou negativamente

o humor. Nas tabelas abaixo, resumimos as principais diferencas genotipicas encontradas e
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efeito do AE sobre estes comprometimentos (Tabela 5) e ainda as diferencas entre machos e

fémeas YAC128 encontradas no presente trabalho (Tabela 6).

Tabela 5 — Resumo dos comprometimentos encontrados nos camundongos YAC128

Avaliacdo (WT x YAC128) Sexo  Resultado Prevencao pelo AE
YAC128

2 meses
Peso corporal Machos ﬁ Total
Comportamento do tipo-ansioso (LCE) SD ﬁ Ausente
N° entradas no centro do CA Machos v Parcial
N° entradas no centro do CA Fémeas 4 Ausente
Comprometimento motor (Rotarod) SD T Total

4 meses
Comportamento do tipo-anedonico (TBS) SD f Parcial

Legenda: SD = sem disting¢éo entre os sexos; LCE = Labirinto em Cruz Elevado; CA = Campo Aberto; TBS =
Teste da Borrifada com Solugéo de Sacarose.

Tabela 6 — Resumo das diferencas entre machos e fémeas YAC128

Machos x Fémeas YAC128 Sexo  Resultado
2 meses
Peso Machos 4
LLocomog&o (CA) Fémeas 4
N° entradas no centro do CA Fémeas 4
5-HT e NE no cortex pré-frontal Fémeas 4

Legenda: CA = Campo Aberto; 5-HT = Serotonina; NE = Norepinefrina.

Infelizmente, apesar das evidéncias que se apresentam neste trabalho e na literatura
mostrando que o estilo de vida pode ser um modificador eficaz para a DH, ainda ndo existem
muitos estudos propondo uma intervencdo efetiva. Os estudos que apresentam proposta de
intervencgdo, baseiam-se apenas em exercicio fisico em pacientes com DH ja manifesta e com
intervengdes que duraram no maximo 6 meses. As evidéncias gerais parecem apoiar um efeito

positivo, no entanto os efeitos do treinamento sobre a cognicéo, a fungdo motora e a composicao
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corporal sdo menos consistentes (MUELLER; PETERSEN; JUNG, 2019). Atualmente existem
dois ensaios clinicos que também propde uma intervencao com exercicio fisico em um periodo
de um ano (NCT03344601) e uma intervencdo de um més (NCT04917133). Infelizmente,
intervencdes que abrangem também outros dominios do estilo de vida e que sejam especificos
para pessoas em risco de desenvolver a DH ainda néo foram propostas. Contudo existem alguns
trabalhos interessantes e ensaios clinicos ativos, como 0 NCT04616794 e NCT03579342, que
buscam avaliar aplicativos para promover e incentivar intervencdes em diversos dominios no
estilo de vida atuando em sentido preventivo mas nédo especificos para DH (WESSELMAN et
al., 2019).

Em suma, embora a causa genética da DH esteja definida desde 1993 (MACDONALD
et al., 1993), infelizmente ainda ndo existem tratamentos disponiveis eficientes para atrasar sua
progressdo. Apesar de ser uma condicdo genética em que as abordagens farmacoldgicas
direcionadas ao DNA e RNA parecem ser as interferéncias terapéuticas mais racionais, ainda
existem desafios que precisam ser superados por essas técnicas (SHANNON, 2020).
Adicionando o presente estudo aos achados prévios da literatura que mostram que o AE em
modelos animais e o estilo de vida em pacientes sdo capazes de atrasar o inicio e progressao da
doengca (MO; HANNAN; RENOIR, 2015; STEVENTON et al., 2015; TREMBATH et al.,
2010; VAN DELLEN et al., 2000), acreditamos que as interven¢des ambientais fornecam
abordagens viaveis e eficazes para o tratamento enquanto a terapia genética e outras abordagens

farmacoldgicas ainda superam desafios.

5 CONCLUSAO

Em relacdo ao tratamento nao-farmacoldgico aqui proposto, observamos que o AE foi
capaz de prevenir o ganho de peso nos machos e os déficits motores, e melhorou parcialmente
0 comportamento do tipo-ansioso e anedénico. O AE também foi capaz de modular os niveis
de monoaminas, diminuindo os niveis de 5-HT, NE e DA no estriado e de NE no cortex pré-
frontal e hipocampo. Uma correlacdo entre melhor performance motora e menores niveis de
monoaminas foi encontrada, indicando um possivel mecanismo fisiolégico pelo qual o AE atua
para promover os beneficios observados. Interessantemente, os farmacos utilizados para o
tratamento da coreia na DH, tetrabenazina e deutetrabenazina, também atuam diminuindo as
monoaminas que sao liberadas na fenda sinaptica. No entanto, diferente dos tratamentos atuais
que pioram os sintomas depressivos, aqui 0 AE néo prejudicou os aspectos relacionados ao

humor.
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5.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir dos resultados obtidos e das observagdes realizadas, seguem sugestdes e
perspectivas para futuros trabalhos. Uma vez que diferentes resultados podem ser encontrados
a depender do sexo utilizado, sugerimos que trabalhos futuros também levem em consideragao
este fator. Sugerimos ainda que futuros trabalhos analisem o comportamento de risco por um
teste mais especifico que ndo envolva a locomocdo, visto que os camundongos YAC128
apresentam hiperlocomocao ou hipolocomocdo dependendo da fase avaliada. Visto que a
desregulacdo nos niveis de monoaminas parece ser um importante contribuinte para o
comprometimento do fendtipo observado, sugere-se que também outras regides sejam
analisadas como o tronco encefalico que possui varios nucleos responsaveis pela producéo e
distribuicdo desses neurotransmissores. Visto que o AE ofertado no inicio da vida foi capaz de
trazer importantes beneficios e sem a presenca de efeitos colaterais, segue nossa sugestdo mais
relevante. Sugerimos que futuros trabalhos possam propor maneiras eficientes de promover
intervencdes no estilo de vida daquelas pessoas com a possibilidade de desenvolver a DH (ou

que ja apresentam a DH manifesta) para que tenham a melhor qualidade de vida possivel.
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