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RESUMO

A doenga de Huntington (DH) € uma doenga neurodegenerativa rara de carater
hereditario, conhecida principalmente por seus sintomas motores e que ocorre por
mutacao da proteina Huntingtina (Htt). Na DH, anterior aos sintomas motores podem
surgir sintomas cognitivos e psiquiatricos, tais como a depressao. A regido encefalica
mais afetada durante a progresséo da doencga € o estriado, mas também séo vistas
alteragcbes em outras regides como o hipocampo, regido que se relaciona com os
sintomas psiquiatricos presentes na doenca. E visto que, também anterior ao
surgimento dos sintomas motores, ocorre o aumento do numero das células da
microglia em sua forma ativada. A microglia € conhecida como o macrofago do
Sistema nervoso central (SNC), e possui, entre outras diversas fungdes, a funcéo de
responder a estimulos que possam vir a ser danosos ao SNC. Neste trabalho propos-
se utilizar da neuroinflamacgéao induzida por Lipopolissacarideo (LPS) para avaliar as
possiveis alteracdes dependente da presenca ou ndo da mutacido da Htt, e também
alteracdes em marcadores microgliais. Para tanto, camundongos YAC128 e WT
machos e fémeas com 3 meses de idade receberam uma injecdo aguda de LPS (0,5
mg/kg), e 24h apds a injegao tiveram o comportamento analisado e material cerebral
coletado para andlises histolégicas. Foi observado que o LPS, independente de
gendtipo, foi capaz de gerar um comportamento do tipo-ansioso nos camundongos,
reduzindo o numero de entradas dos animais no centro do campo aberto e também a
distancia percorrida. Além de ter induzido também um comportamento do tipo-
depressivo, aumentando o tempo de imobilidade dos animais no teste do nado
forcado. Também foi visto 0 aumento do marcador CD68 nos animais YAC128 que
receberam LPS. Para o marcador TMEM119 encontramos uma diferencga de gendtipo
de forma que os animais YAC128 que receberam salina apresentam mais marcagao
do que os animais WT que também receberam salina. Nossos resultados apontam
para uma real alteragdo de marcadores microgliais no hipocampo dos animais, com
ou sem estimulo inflamatério gerado por LPS, e também reforgam os possiveis efeitos
da inflamagao no comportamento ansioso e depressivo dos animais.

Palavras-chave: Doenga de Huntington. Neuroinflamagao. Microglia.



ABSTRACT

Huntington's disease (HD) is a rare hereditary neurodegenerative disease, known
mainly for its motor symptoms and which occurs by mutation of the Huntingtin protein
(Htt). In HD, cognitive and psychiatric symptoms such as depression may appear prior
to motor symptoms. The brain region most affected during disease progression is the
striatum, but changes are also seen in other regions such as the hippocampus, a
region that is related to the psychiatric symptoms present in the disease. It is seen that,
also prior to the onset of motor symptoms, there is an increase in the number of
microglia cells in their activated form. Microglia is known as the macrophage of the
central nervous system (CNS), and has, among other functions, the function of
responding to stimuli that may be harmful to the CNS. In this work, it was proposed to
use Lipopolysaccharide (LPS)-induced neuroinflammation to evaluate possible
changes depending on the presence or absence of the Htt mutation, as well as
changes in microglial markers. For this, male and female YAC128 and WT mice at 3
months of age received an acute injection of LPS (0.5 mg/kg), and 24h after the
injection had their behavior analyzed and brain material collected for histological
analysis. It was observed that LPS, regardless of genotype, was able to generate an
anxious-like behavior in mice, reducing the number of animals entering the center of
the open field and also the distance traveled. In addition to having also induced a
depressive-like behavior, increasing the immobility time of the animals in the forced
swimming test. An increase in CD68 marker was also seen in YAC128 animals that
received LPS. For the TMEM119 marker, we found a genotype difference so that the
YAC128 animals that received saline showed more marking than the WT animals that
also received saline. Our results point to a real change in microglial markers in the
hippocampus of animals, with or without inflammatory stimulus generated by LPS, and
also reinforce the possible effects of inflammation on the animals' anxious and
depressive behavior.

Keywords: Huntington’s disease. Neuroinflammation. Microglia.
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1. INTRODUGCAO
1.1 DOENCA DE HUNTINGTON

A doenga de Huntington (DH) é uma doenga neurodegenerativa progressiva
com padrao de heranga autossdmico dominante que ocorre por uma mutagéo no gene
que codifica a proteina Huntingtina (Htt) (ROOS et al., 2010). Durante o século 19
varios médicos ja haviam se atentado para uma coréia hereditaria, entretanto a
descrigao feita por George Huntington fez com que a doenga levasse seu nome
(WALKER, 2007). Essa mutagdo resulta numa expansdo da sequéncia de
trinucleotideos CAG, responsavel pela transcricdo dos residuos de glutamina no
terminal aminico da proteina Htt (HUNTINGTON’'S DISEASE COLLABORATIVE
RESEARCH GROUP, 1993). Cabe destacar que a Htt é expressa normalmente em
células neuronais e ndo-neuronais, e durante o desenvolvimento embrionario exerce
papel fundamental (GIL; REGO, 2008), sendo que a inativagdo do gene que codifica

a proteina Htt resulta na morte do embrido (ZEITLIN et al., 1995).

A DH é caracterizada por disturbios motores associados a perda da
coordenagao voluntaria do movimento (GIL; REGO, 2008). Embora a Huntingtina
mutada (mHtt) seja expressa durante toda a vida, na maioria dos casos, o
aparecimento dos primeiros sintomas surgem apenas na idade adulta, entre os 35 e
50 anos de idade (HUNTINGTON'S DISEASE COLLABORATIVE RESEARCH
GROUP, 1993), sendo fatal de 15 a 20 anos apds o aparecimento dos primeiros
sintomas motores (HO et al., 2001). No entanto, apesar desta ser a forma mais comum

da doenga, os sintomas dos pacientes podem surgir de maneira precoce ou tardia
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(WALKER, 2007), dependendo do numero de repeticdes CAG e do ambiente, como

dieta e estresse (MO et al., 2015).

Além dos sintomas motores, depressao, irritabilidade e agressividade sao
sintomas neuropsiquiatricos prevalentes na DH (VAN DUJIN et al., 2014). A presenca
da depressao é de 50% ou mais em pacientes com a DH, e, frequentemente,
diagnosticada anos antes do desenvolvimento de sintomas motores (DU; PANG;
HANNAN, 2013). Um agravante do quadro depressivo em pacientes da DH é o
suicidio, tendéncia ja relatada por Huntington em 1872. Entre pacientes com a DH a
causa de morte por suicidio é quatro vezes maior do que na populagdo geral

(FARRER, 1986).

O numero de repeticoes CAG considerado normal situa-se entre 9 e 34,
enquanto na DH o numero de repeticdes € geralmente maior que 40. Os individuos
assintomaticos possuem menos de 35 repeticdbes CAG. Alelos com 35 a 39 repeti¢cdes
CAG estdao associados com as formas mais tardias da doenga; porém, uma
penetrancia incompleta tem sido observada em certos casos que nao apresentam
sintomas ou sinais neuropatologicos (SEMANKA et al., 2006). Alelos com 40 a 50
repeticdes dao origem a forma adulta da DH, enquanto repeticdes mais longas estao
associadas ao aparecimento dos primeiros sintomas muito precocemente, sendo
responsaveis pelos casos juvenis e infantis, mais severos e raros (BRINKMAN et al.,

1997, SEMANKA et al., 2006) (Figura 1).
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Figura 1 - Representagdao dos niveis de penetrancia em relagao a individuos

afetados e nao afetados pela DH de acordo com o numero de repeticoes CAG.

Individuos nao afetados

Individuos afetados

Normal

Intermediario

<26 CAG

27-35 CAG

36-39 CAG 240 CAG

Os niveis de penetrancia da Huntingtina mutada (mHtt) variam de acordo com a quantidade de
repeticdes da sequéncia de trinucleotideos CAG. Fonte: Adaptada de SEMAKA et al., 2006.

Estima-se que 2,7 a cada 100.000 habitantes em todo o mundo e que 10 a cada

100.000 habitantes na Europa tenham DH (BRADY, 2019). Apesar de apresentarem

as maiores taxas de pesquisas relacionadas a DH, Estados Unidos, Franca e Canada

nao lideram os numeros de casos da DH no mundo. Na verdade, o Egito € o pais que

mais apresenta prevaléncia de DH no mundo, sendo em torno de 21 a cada 100.000

habitantes. Como dito anteriormente, a DH é uma doenca hereditaria, podendo

explicar assim o porqué dos altos numeros de casos da doenga no Egito, pais que

apresenta altas taxas de consanguinidade (MANSOUR et al., 2010).

1.2 MODELOS DE ESTUDOS DA DH
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Existem alguns modelos de animais transgénicos para o estudo da DH, tais
como os camundongos R6/1 e o R6/2 (MANGIARINI et al., 1996). Os animais R6/1
apresentam 67 aminoacidos do fragmento N-terminal (Htt humana) com 116
repeticdbes CAG, apresentam déficits de aprendizagem, comportamento do tipo-
depressivo nas fémeas, assim como comportamento do tipo-ansioso, e também
apresentam uma reducao de células cerebelares, além das estriatais (DENNY et al.,

2010; POULADI; MORTON; HAYDEN, 2013).

Ja os animais R6/2 parecem apresentar instabilidade no numero de repeti¢cdes
CAG, apresentando 67 aminoacidos do fragmento N-terminal (Htt humana) com
aproximadamente 144 repeticdes CAG. Os animais deste modelo apresentam déficit
de aprendizado, e também caracteristicas periféricas como atrofia dos musculos
(POULADI; MORTON; HAYDEN, 2013). Ambos modelos desenvolvem os sintomas
motores com aproximadamente 7 - 8 semanas de idade, e morrem nas 7 semanas
seguintes (LUESSE et al., 2001), apresentando 2-3 semanas de sintomas severos
(MANGIARINI et al., 1996). Dessa forma, esses modelos podem néo se adequar a
estudos que desejam observar periodos que antecedem os sintomas motores, ja que

a janela temporal é bastante curta.

Outro modelo de camundongo que pode ser utilizado para estudar a DH é o
BACHD (do inglés: Bacterial Artificial Chromosome), modelo que apresenta a Hit
humana completa, com 97 repeticbes CAG. Assim como os animais R6/1, é visto um

comportamento do tipo-depressivo nos camundongos BACHD, e também a presenca
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do comportamento do tipo-ansioso (POULADI; MORTON; HAYDEN, 2013; GRAY et

al., 2008).

Um modelo bastante utilizado para estudar os efeitos da mutagao na Htt € o do
camundongo YAC128 (Yeast Artificial Chromosome), modelo que expressa a mHitt
humana, possuindo em torno de 128 repeticbes CAG. O camundongo YAC128 é um
bom modelo para o estudo da DH, iniciando seus sintomas de hipercinesia com 3
meses, seguido de déficit motor com 6 meses, e progressao aos 12 meses com
hipocinesia (SLOW et al., 2003). Entretanto, antes mesmo dos sintomas motores, os
camundongos YAC128 apresentam sintomas pré-motores como déficits cognitivos e
comportamento do tipo-depressivo (Figura 2). Com 9 meses de idade apresenta
atrofia estriatal, e aos 12 meses, atrofia cortical (SLOW et al.,, 2003). Por
caracteristicas como essas, os camundongos YAC128 sao considerados o melhor
modelo para o estudo de DH, apresentando neuropatologia e progressao lenta como

a observada na DH humana.

Existem também os modelos knock-in para a DH, onde os animais carregam
dentro do seu gene Htt a mutagdo. Esse modelo, por utilizar do contexto genémico e
proteico do préprio animal, consegue trazer consigo uma melhor relacdo entre
alteragdes causadas pela mutagcao e o que seria de comportamento/caracteristicas

normais do animal (MENALLED, 2005).

Além dos modelos animais modificados geneticamente, também existem os

modelos quimicos. Como por exemplo o modelo 3-NP (do inglés: 3-nitropropionic
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acid), que age como toxina irreversivel na mitocéndria, reduzindo a produgao de ATP,
e fazendo surgir rapidamente lesdes no estriado dos animais, similares as que surgem

na DH e em seus demais modelos (CHOI et al., 2009).

Figura 2 - Representacao da evolugao do quadro sintomatico da DH no modelo

YAC128
Disfungao
motora
Déficits Déficits na inibigao
cognitivos pré-pulso

| |

Idade (meses) 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

! l f

Comportamento Diminui¢ao do Perda neuronal estriatal,
do tipo-depressivo volume estriatal  diminuigdo do volume cortical

A linha do tempo demonstra que a partir dos 2 meses de idade os camundongos YAC128 apresentam
alteragdes cognitivas, e que apos o terceiro més se iniciam as disfungdes motoras e o comportamento
do tipo-depressivo. A diminuigdo do volume estriatal e cortical iniciam apds o oitavo e décimo segundo
més, respectivamente. Fonte: Adaptada de POULADI et al., 2009.

1.3 NEUROPATOLOGIA E MANIFESTACOES CLINICAS

Na DH ocorre a formacédo de agregados de mHtt, os quais interagem com
diversas outras moléculas, como por exemplo, ativadores transcricionais, podendo
interromper assim o processo de transcricdo de proteinas, como por exemplo as

transcricdes mediadas por CRE (do inglés: cAMP responsible element) (TAKAHASHI
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et al., 2010). Esses agregados podem afetar as fungdes celulares normais, levando
as células a morte (DAVIES et al., 1997). Todavia, alguns trabalhos vém discutindo o
possivel efeito protetor de agregados de poliglutaminas (SARKAR; RUBINSZTEIN,
2008), por exemplo, ja foi visto que agregados mHTT poliubiquitinados, ou seja, mHtt
com varias cadeias do sinalizador de degradacgao ubiquitina, tenham um papel protetor
na HD, auxiliando a polimerizagdo de mHTT para reduzir a presencga de oligbmeros

toxicos (VALIONYTE et al., 2020).

A neuropatologia da DH é caracterizada pela atrofia do estriado (GIL; REGO,
2008), regiao formada pelo nucleo caudado e pelo putdmen, e relacionada com o
planejamento e execugédo do comportamento motor (PAULI et al., 2016). Em criangas
que carregam a mutacdo, mas que ainda ndo apresentam nenhuma manifestacao da
DH, ja é visto diferengas na trajetéria do desenvolvimento do volume estriatal e do
globo palido, dando indicios que na DH antes mesmo da neurodegeneracao é
apresentado um desenvolvimento neural anormal, podendo se dar pela presenga da
mHtt ou também pela auséncia da Htt (VAN DER PLAS et al., 2019). Até 95% dos
neurdnios do estriado sdo do tipo espinhoso médio, neurénios GABAérgicos, que se
projetam do estriado para o globo palido e para porgéao reticular da substancia negra
(KEMP; POWELL, 1971). Devido a morte desses neurdnios observa-se uma reducao
acentuada do neurotransmissor GABA, principal neurotransmissor inibitério do
sistema nervoso central (SNC), em todos os nucleos de base, principalmente no
nucleo caudado e putdmen. Os terminais axdnicos dos neurénios GABAérgicos

causam, normalmente, inibicdo do globo palido e na substancia negra. Acredita-se
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que esta perda de inibigao possibilite surtos espontéaneos de atividade nesses dois
nucleos, o que causam os movimentos involuntarios (CROSSMAN et al., 1988). Nas
fases mais avangadas da doenca a disfungao intracelular induzida pela mHtt conduz
a degeneragao de vias neuronais importantes e a perda celular no estriado, no cortex
cerebral e em outras regides encefalicas (ROSAS et al., 2002; MANN; OLIVER;

SNOWDEN, 1993; HEINSEN et al., 1994).

Figura 3 — Ressonancia magnética no plano frontal de encéfalos de um individuo

controle comparado com um individuo com a DH

Ressonancia magnética coronal mostrando a redugdo do volume encefalico de controle (A) e um
paciente com DH (B). Fonte: Adaptada de RUOCCO et al. 2006.

Apesar de néo resultarem necessariamente de um efeito direto da proteina
mutante, os mecanismos de desregulacdo metabdlica, disfuncdo mitocondrial,
estresse oxidativo, diminuicdo de neurotrofinas, apoptose e autofagia tém sido

implicados na patologia da DH (CHENG et al., 2016; ZUCCATO; CATTANEO, 2007;
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BRENNAN et al., 1985). Muitos destes mecanismos desenvolvem-se lentamente,
tornando-se mais evidentes em fases mais tardias da doenca. Estes mecanismos
podem mesmo ocorrer em paralelo, promovendo-se mutuamente e culminando na

morte neuronal (ZHENG et al., 2018).

Durante a progressao da DH, ja foi visto o aumento de 3-Nitrotirosina (3-NT),
um marcador de nitragao proteica, no cérebro de pacientes da doengca (BROWNE et
al., 1999), indicando assim um possivel aumento de espécies reativas de oxigénio
(EROs) no ambiente celular (FENG; WEN; LU, 2019). Ainda em estudo com amostras
de pacientes da DH, foi visto o aumento de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (OH8 dG),
um marcador de estresse oxidativo em acido nucleico, no cértex parietal (POLIDORI
et al., 1999). Na DH ja foram observados danos associados a EROs em proteinas
(GUPTA et al., 2021), resultando na morte celular e também danos no DNA, antes
mesmo da presenga dos agregados proteicos, como visto por llluzzi et al., (2009) nos

camundongos R6/2.

Outra caracteristica da neuropatologia da DH é a excitotoxicidade
glutamatérgica. No cérebro de modelos murinos da DH é visto um desequilibrio da
atividade estriatal mediada por receptores de glutamato e dopamina (SEPERS;
RAYMOND, 2014). Acredita-se que a mHtt interaja com os receptores de glutamato,
levando assim ao aumento do glutamato no ambiente celular, e como consequéncia
da toxicidade, a morte neuronal. A morte celular nesse caso pode acontecer pelo
aumento da concentragao intracelular de Ca2+, depois de sua entrada pelo canal do

receptor NMDA. Assim, enzimas ativadas por calcio, como proteases, endonucleases
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e fosfolipases, vao contribuir para a degradagao de diferentes componentes celulares

e morte neuronal (SANCHEZ et al., 2008).

Ja foi visto em pacientes e em modelos animais da DH a redugao da neutrofina
encefalica derivada do encéfalo (BDNF, sigla em inglés de Brain Derived Neurotrophic
Factor) (CATTANEO; ZUCCATO; TARTARI, 2005). O BDNF é uma proteina
conhecida por seu envolvimento na regulagao e plasticidade de sinapses em diversas
regides do encéfalo (BRAMHAM; MESSAOUD, 2005). Como citado anteriormente, o
estriado é a regidao encefalica mais afetada na progressdao da DH, entretanto, é
relatado que o estriado ndo produz o BDNF e, portanto, o BDNF chega ao estriado
por meio de transporte anterégrado em vias aferentes vindas do cortex, por meio da
via cortico-estriatal (ZUCCATO et al., 2001; BAQUET; GORSKI; JONES; 2004). Existe
um conjunto de dados na literatura que sugere que a mHtt atua na producéo correta
do BDNF e seu envio anterogrado, enquanto que na DH ocorreria uma diminuicdo dos
niveis de mRNA no cértex cerebral, regido que enviaria o BDNF para o estriado,
justificando a reducao dos niveis nesta regido (Figura 3, a). Porém, outros dados
sugerem que a Htt atua no transporte do BDNF do cortex para o estriado, assim, a
mHtt interferiria no transporte do BDNF, resultando assim em sua reducao no estriado

(ZUCCATO; CATTANEO, 2007) (Figura 3, b).
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Figura 4 — Representagcao de duas possiveis razoes da diminuicdo de BDNF na

DH

(A)

..-. l..I-.... '
[ H - ,

Gene BDNF .-~

Representac¢ao de dois possiveis motivos de redugdo de BDNF no estriado durante a DH. A) redugéo

da transcricao de BDNF (niveis de RNAm); B) Redugédo da tradugdo (niveis da proteina) e do
movimento das vesiculas. S. Negra: Substancia Negra; Trans-Golgi: Regido Trans do Complexo de

Golgi. Adaptado de: ZUCCATO; CATTANEO, 2007.

1.3.1 Alteragées motoras

Como previamente destacado, um dos sintomas mais classicos da DH é a
coreia, entretanto esse estagio € antecedido por sintomas cognitivos e psiquiatricos ja

relatados em pacientes (THOMPSON et al., 2012), que serdao melhor descritos nos
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topicos seguintes. As alteragdes motoras sao caracterizadas principalmente pelo
aumento de movimentos involuntarios, que se tornam generalizados, abruptos e
descontrolados, podendo afetar assim cada vez mais atividades comuns do dia a dia
dos pacientes, como andar, comer e engolir (ESTRADA-SANCHEZ; REBEC, 2013).
Os sintomas motores da DH podem ser divididos em duas categorias: agdes
involuntarias adicionadas, como a coreia, e movimentos voluntarios prejudicados,
como por exemplo o ato de andar e manipular objetos, ocorrendo a piora de ambos

com a progressao da doenca (NOVAK; TABRIZI, 2010).
1.3.2 Sintomas psiquiatricos

Como citado, os sintomas neuropsiquiatricos antecedem os sintomas motores.
As taxas de prevaléncia de transtornos psiquiatricos ao longo da vida entre pacientes
com DH variam entre 33% e 76% (PAOLI et al., 2017). Esses sintomas podem ser
apresentados como apatia, irritabilidade e depressao (THOMPSON et al., 2012).
Apesar de ser vista uma diferenca de prevaléncia de sintomas psiquiatricos
dependente de estagio da DH, nao é vista uma diferenca dependente de sexo (DALE
et al., 2016).Apesar de ser vista uma diferengca da prevaléncia dos sintomas
psiquiatricos como a depressao, dependente de estagio da doencga, ndo € vista uma

diferenga dependente de sexo (DALE et al., 2016).

A depressao é vista como o sintoma psiquiatrico mais comum na DH (GUBERT
et al., 2020), entretanto é visto que os sintomas depressivos aparecem cerca de 14

anos apos a média de inicio da depressao em pacientes sem DH (de Souza, 2015).
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Outro dado interessante é que a depressao esta mais presente na populagao geral
em pessoas do sexo feminino, enquanto que essa diferenga néo é vista em estudos
com pacientes da DH (PAOLI et al., 2017). A depressao é um importante fator de risco
para o suicidio. Avaliando as taxas de suicidio nos pacientes da DH encontramos que
no geral, 20 a 30% dos pacientes endossam a ideacdo suicida durante a vida,
enquanto 7 a 10% tentam o suicidio durante a vida, em comparagédo com 1 a 3% de
tentativas na vida na populagdo mundial (NOCK et al., 2008a; KACHIAN, et al., 2019).
Apesar da depressdo ser vista como um dos sintomas que mais pode afetar
diretamente a vida do paciente e também de familiares, outros sintomas psiquiatricos
como comportamento violento ou agressivo, comportamento perseverativo/obsessivo
e psicose podem ser suficientes para afetar o trabalho ou a vida diaria (MCALLISTER

et al., 2021).

1.3.3 Sintomas cognitivos

Assim como os sintomas neuropsiquiatricos, os sintomas cognitivos também
antecedem os sintomas motores. A velocidade de processamento pode ser um
parametro utilizado para visualizar possiveis alteragbes cognitivas em pacientes, e
para tal podem ser utilizadas diferentes abordagens. Essa combinacdo de testes
cognitivos clinicos e experimentais sdo selecionados com base em estudos anteriores
em animais e humanos, para serem sensiveis a danos nos ganglios da base ou DH
(PAULSEN et al., 2006). Tais testes podem ser, por exemplo: velocidade motora, onde
se pode avaliar o toque rapido, medidas de velocidade psicomotora, tempo de reacao,

reconhecimento facial e de emocgdes e fungdes executivas. Utilizando desses testes
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citados acima, foi possivel identificar diferengas entre pacientes DH e individuos
controle (PAULSEN et al., 2006). Além disso ja foram vistas alteragcbes no
reconhecimento de emogdes, variavel entre as possiveis emogodes apresentadas aos
pacientes, como por exemplo o reconhecimento de nojo, raiva e tristeza (JOHNSON

et al., 2007).

Ja em animais sao vistos resultados em camundongos YAC128, mostrando um
declinio cognitivo no modelo, quando comparado a animais selvagens, no
aprendizado do Rotarod, em tarefas de natacdo e habituacdo do campo aberto em
diferentes idades (RAAMSDONK et al., 2005), indicando assim um déficit cognitivo
dependente da mutagcdo que o modelo apresenta. Porém, os YAC128 sdo animais
gerados a partir da linhagem FVB/N, que apresentam uma redugdo da capacidade
visual com 1 més de vida (CHANG et al., 2002); objetivava-se caracterizar esses
déficits no nosso modelo, entretanto, com essa limitagao, ainda se faz necessario

buscar outros meios para avaliar melhor essas caracteristicas cognitivas.

1.4 TRATAMENTOS PARA A DH

Nao existe cura para a DH, ou um tratamento que fara com que a doenca
regrida ou ndo avance mais, entretanto existem alguns medicamentos que s&o
utilizados para oferecer uma melhor qualidade de vida ao paciente, voltado para algum

sintoma especifico. Um medicamento bastante utilizado pelos pacientes da DH é a
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tetrabenazina e a deutetrabenazina, que sao utilizados para suprimir os movimentos

involuntarios de espasmos e contor¢des (coreia) associados a doenga.

Apesar de n&o ter seu mecanismo muito bem esclarecido, acredita-se que o
efeito anti-coreia da tetrabenazina seja devido a uma deplegao reversivel de
monoaminas, como dopamina, serotonina, norepinefrina e histamina dos terminais
nervosos (LUNDBECK, 2015). Ja a deutetrabenazina € um inibidor reversivel do
VMAT2 (do inglés vesicular monoamine transporter 2), que preferencialmente reduz a
liberacdo de dopamina ao inibir a captagdo nas vesiculas pré-sinapticas. As
densidades do VMATZ2 sao mais altas no caudado, putdamen e nucleo accumbens.
Como a tetrabenazina, a deutetrabenazina também n&o possui mecanismo
esclarecido de como melhora a coreia através da inibicao do VMATZ2, entretanto,
pode-se suspeitar que a interacédo entre o caudado e o putamen esteja diretamente

relacionada ao efeito clinico (DEAN; SUNG, 2018).

1.5 O PAPEL DO HIPOCAMPO NA DH

Conhecido por fazer parte do sistema limbico (RANSOME et al., 2012) e seu
envolvimento com a memdéria (OLTON et al., 1979), o hipocampo possui uma das
duas areas capazes de gerar novos neurdnios na vida adulta no cérebro, a regiao
conhecida como Giro Denteado (GD) (Altman; Das, 1965). As células recém geradas
no hipocampo podem ser chamadas de Células tronco neurais (NSC), e apresentam

uma capacidade de renovagao e multipoténcia (GAGE, 2000). Utilizando do analogo
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de timidina (5-bromo-2'-deoxiuridina (BrdU)) em roedores, ja é relatado a presenga de
NSC na zona subgranular subjacente a Camada Granular (GCL) do hipocampo
(BONAGUIDI et al., 2011; PRAAG et al., 2002; ERIKSSON et al., 1998). Estudos com
os camundongos YAC128 (Simpson et al., 2011) e os camundongos R6/2 (GIL et al.,
2005), modelos animais para o estudo da DH, ja demonstraram alteracbes na
neurogénese hipocampal adulta, sendo vista uma redugéo na neurogénese, utilizando
do marcador Ki-67, em estagios iniciais e mais avangados da doenga no modelo

animal.

Apesar de ser geralmente associado a memoarias episodicas e/ou memoria de
longo prazo, tem sido vista uma participagéo do hipocampo em circuitos de memorias
cognitivas mais flexiveis, que podem ser definidas como processo adaptativo de gerar,
modificar e integrar informagbdes passadas em resposta as demandas do ambiente
(RUBIN et al., 2014). Em estudos com R6/1 é visto que os animais modelo da DH n&o
apresentam a mesma resposta a novidade no teste de reconhecimento de objetos
quando comparados aos animais selvagens, e também ndo apresentam a mesma
resposta no teste T-maze, explorando de maneira igual todos os bragos do aparato.
Além disso, esses mesmos animais apresentam menor expressdo da Proteina de
Densidade Pés-Sinaptica de 95 kD (PSD95), proteina relacionada com a atividade
sinaptica das células, e também redugao no numero de espinhos dendriticos (MIGUEZ

et al., 2015).

Outra prova do envolvimento do hipocampo na DH é que esse também sofre

atrofia na DH, visto em cérebro post-mortem de pacientes (DE LA MONTE et al., 1988;
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ROSAS et al., 2003). Em testes utilizando do labirinto aquatico de Morris virtual,
pacientes da DH, quando comparados a pacientes controles, apresentaram

aprendizado prejudicado para encontrar a plataforma oculta (BEGETI et al., 2016).

Uma caracteristica importante do hipocampo, é sua relagdo com sintomas
psiquiatricos como a depressao, frequentemente presente na DH (PAULSEN et al.,
2001). Estudos clinicos de neuroimagem demonstraram que individuos com
depressao recorrente apresentavam densidade reduzida de massa cinzenta no cortex
temporal esquerdo, inclusive no hipocampo (SHAH et al., 1998) e uma reducao do
volume hipocampal (SCHMAAL et al., 2016). Além disso, em modelos animais, o
estresse crénico, que geralmente esta associado a sintomas de depressao em
animais e em humanos, resulta frequentemente em atrofia neuronal do cortex pré-

frontal e do hipocampo (MURROUGH et al., 2017).

1.6 NEUROINFLAMACAO NA DH

O sistema imunoldgico inato desenvolve uma resposta inflamatéria como
intencdo de proteger o corpo quando reconhece alguma possivel ameacga. Essa
resposta vai desde liberacdo de sinalizadores moleculares, a migracdao de tipos
celulares como leucdcitos para o local de agéao (LYMAN et al., 2014). Os sinais que
podem desencadear uma resposta inflamatéria sao diversos, como moléculas
associadas a dano celular chamadas de DAMPs (Do inglés damage-associated

molecular pattern molecules), ou moléculas associadas a patégenos, chamadas de
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PAMPs (Do inglés Pathogen-associated molecular pattern molecules), como o

Lipopolissacarideos (LPS).

A inflamagao se torna uma neuroinflamagao quando a resposta para conter a
infeccdo ou dano celular ocorre no tecido nervoso. Apesar da existéncia da Barreira-
Hematoencefalica (BHE) mediadores inflamatérios periféricos e células imunes pode
chegar ao SNC por meio de trés caminhos: pela (i) via humoral, onde as citocinas
periféricas podem acessar o SNC através do sistema de transporte axonal retrégrado,
podendo interromper a permeabilidade da BHE; (ii) via neural, onde PAMPs e citocinas
liberadas ativam nervos aferentes primarios, como o nervo vago, que pode transmitir
sinais do sistema imunoldgico periférico para o cérebro, o que gera uma resposta em
diversas areas cerebrais relacionadas a regulagao do humor; (iii) e a via celular, onde
mondcitos ativados periféricos podem atravessar uma BHE disfuncional (KAUFMANN
et al., 2017) (Figura 4). Uma vez no SNC essas respostas geram uma
neuroinflamacao, caracterizada pelo aumento na reatividade de células da microglia
e astrocitos, producdo de citocinas e com impacto nos mecanismos de

neuroplasticidade e sobrevivéncia neuronal.
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Figura 5 — Representagao das possiveis vias de acesso da inflamag¢ao ao SNC
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Representagcdo das possiveis vias de acesso da inflamagdo ao SNC, gerando assim uma

neuroinflamagéo. Adaptado de: Kaufmann et al., 2017.

Dessa forma, a neuroinflamacdo pode ser definida como o conjunto de
respostas imunes do SNC, diferindo da inflamacéao periférica, além de outros fatores,
pelo envolvimento das células da microglia (LYMAN et al., 2014). A microglia é a
principal célula imune presente no SNC, e exerce a funcao de protecao seja por meio
de processos como fagocitose, eliminacado de debris celulares, agregados proteicos,
ou liberagao de citocinas (TAI et al., 2007). Contudo, a microglia esta envolvida em
diversas fungdes celulares, incluindo plasticidade sinaptica, remodelamento sinaptico,

entre outros (ABIEGA et al., 2016; SALTER; STEVENS, 2017). Também se sabe que
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a microglia participa durante o desenvolvimento saudavel na regulacédo do numero de
precursores neurais durante o desenvolvimento do cértex cerebral (CUNNINGHAM et

al., 2013).

Vale salientar que a reatividade e a morfologia microglial mudam em
decorréncia de processos inflamatérios. Assim, caracteriza-se a microglia
homeostatica e com funcdo de vigilancia do parénquima encefalico aquela com
morfologia mais alongada e com processos mais longos, enquanto a microglia no seu
estado ativado possui uma forma mais amebdide e diminuicdo no tamanho de seus
processos (EYO; DAILEY, 2013; STRATOULIAS et al., 2019) (Figura 5), apesar de
algumas ressalvas que podem ser feitas, a ideia desses estados da microglia ajudam

a direcionar as pesquisas nesse campo.

Como dito, o fendtipo microglial se altera de acordo com o ambiente no qual a
célula se encontra, dessa forma, alguns marcadores podem passar a serem
expressos somente nos momentos nos quais a microglia se encontra no estado
conhecido como ativado. Por exemplo, o marcador Iba1l € conhecido por marcar
células microgliais mas também macroéfagos periféricos, ja o marcador CD68 também
marca ambos os tipos celulares, entretanto somente no estado ativado das células. O
marcador conhecido por TMEM119, como o |ba1, marca as células microgliais
independentemente do estado fenotipico da célula, entretanto, diferente do Ibat,
marca somente células microgliais, excluindo assim macrofagos periféricos de sua

marcacao.
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Figura 6 - Imunofluorescéncia com marcagdo para lbal, destacando os

diferentes estados morfolégicos da microglia

Iba1

Ativa

Estado de ativacdo

A
Homeostatica

Representacdo dos possiveis estados de ativagao das células microgliais, imunohistoquimica com

marcacao para Ilba1. Adaptado de: CUNNINGHAM et al., 2013.

Durante muito tempo extrapolou-se para a nomenclatura microglial termos
utilizados para diferenciar os macrofagos periféricos, como os termos M1 para
macrofagos com perfil pré-inflamatério, e M2 para macrofagos com perfil anti-
inflamatdrio. Entretanto hoje em dia assume-se esses termos ndo cabem as células
microgliais, foi observada em diferentes modelos animais de doengas e em estudos
post-mortem uma coexisténcia dos diversos perfis de expressao dessas células, ou
seja, dependendo dos estimulos ambientais e dos niveis transcricionais e
metabdlicos, por exemplo, a microglia assumira caracteristicas diferentes que poderao

influenciar no ambiente celular (PAOLICELLI et al., 2022) (Figura 6).
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Figura 7 — llustragao acerca dos estados de reagcao microglial
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Representagdo de como a resposta microglial ao ambiente foi e € vista. A) Microglia € considerada
como uma populagdo homogénea e altamente plastica, capaz de responder a estimulos ambientais de
diversas maneiras. B) Populacdo microglial heterogénea, com propriedades intrinsecas e

especializagdes funcionais. Adaptado de: STRATOULIAS et al., 2019.

Como dito anteriormente, o estado homeostatico da microglia varia no
microambiente que ela se encontra no SNC, isso porque ja é visto que essa célula,
dependendo da regido cerebral onde se encontra, pode apresentar um perfil molecular
diferente. Essa diferenciagcdo de subtipos microgliais pode ser feita com base na
expressao génica e também nos marcadores moleculares a quais elas respondem
(STRATOULIAS et al., 2019) (Figura 7). Por exemplo, no hipocampo sao encontradas
as chamadas Microglia Satélite, que vao interagir com o segmento inicial do axénio

de neurdnios no cérebro saudavel, ja na SVZ vao ser encontradas as chamadas



44

Microglia de suporte a Neurogénese, células essenciais para a sobrevivéncia

migracao de neuroblastos.

Figura 8 — Subtipos microgliais

! Microglia satélite

Fungdo

Interage com o segmenta inicial do axénio (AIS)
de neurénios no cérebro saudavel. Perda de
interagdo ap6s lesdo.

Caracteristicas

Localizados no lado axonal do corpo celular do
neurénio exibem um Unico processo sobreposto
ao AlS.

Define como microglia
IBA1

CD11b

CX3CR1

Neurénio

ce

Microglia

Referéncias

Del Rio Hortega, 1919
Baalman et al, 2015
Wogram et al, 2016

Microglia-KSPG

Fungdo

Aparéncia tipica em diferentes insultos, ou seja,
em torno de neurdnios motores na ELA; longe de
trauma cerebral

Caracteristicas

Células positivas para sulfato de queratana

Define como microglia

oA
CR3
CD11b
Microglia
Bulbo Hipecampo
olfatorio
-~ )
AN

Referéncias

Bertolotto et al, 1998, 1995
Hirano et al, 2013

Shinjo et al, 2014

Microglia de suporte a neurogénese

Fungdo

Essencial para a sobrevivéncia e migragdo de
neuroblastos em SVZ/RMS

Caracteristicas

IBA1-, isolectina B4—, CD68-negativo, P2RY12low,
células pSTATE-positivas, células produtoras de
IL4 e IL10, menos ramificadas que a microglia nas
dreas vizinhas do cérebro

Define como microglia

CX3CR1-EGFP N —

ﬁ
‘
o
Neuroblastos
Bulbo R Zona
olfatério _ ™ subventricular

Referéncias Fluxo de
Shigemoto et al, 2014 migragdo
Ribeiro Xavier et al, 2015 rostral

Xavier ef al, 2015

Representacdo de alguns dos subtipos microgliais propostos pela literatura, baseados em achados

gendmicos, morfoldgicos e funcionais Unicos. Adaptado de: STRATOULIAS et al., 2019.

Estudos apontam para a relacédo entre neuroinflamacgao e a DH, por exemplo,

por meio de analises de imunohistoquimica € visto um aumento de marcadores de

ativagdo microglial, como TR4 (Timosina R-4), no coértex pré-frontal em tecido

encefalico post-mortem de individuos com a DH (SAPP et al., 2001). Além disso,
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estudos in vivo com individuos com a DH demonstraram por meio de escaneamento
PET (do inglés: Positron Emission Tomography) que a ativagdo microglial em areas
corticais e subcorticais € um evento que antecede os sintomas motores na DH (TAl et
al., 2007), além de marcadores inflamatorios periféricos, podendo estar presente até

15 anos antes das manifesta¢des neuroldgicas (BJORKQVIST et al., 2008).

A mHtt também é expressa na microglia (5 a 13%) (LAWSON et al., 1990) e
isso pode conferir um aumento na expressao de fatores pro-inflamatérios, observada
nos monocitos de pacientes pré-sintomaticos e na microglia de modelos animais da
DH (BJORKQVIST et al., 2008). Suspeita-se que a exacerbagdo da reatividade
microglial pode estar envolvida na progressao de doencas neurodegenerativas (ROSI
et al., 2006). A microglia presente no estriado dos camundongos YAC128 possui uma
diminuicdo no numero de projegcbes quando comparada aos animais selvagens
(FRANCIOSI et al., 2012), indicando assim que essa microglia se encontra mais ativa

nesse modelo.

Estudos tém verificado niveis de citocinas tanto em pacientes quanto em
modelos animais para a DH. Chang et al., (2015), verificaram niveis mais elevados de
interleucina (IL)-6 no plasma do modelo R6/2 desde o estagio sintomatico inicial (9,
11 e 13 semanas), quando comparados aos irmaos da mesma ninhada. Entretanto,
encontraram niveis mais baixos de IL-18 entre esses dois grupos. O mesmo foi
observado por Disatnik et al., (2016), com o acréscimo do aumento de fator de necrose

tumoral (TNF) que também foi observado.
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Em pacientes ja foi vista a redu¢ao de IL-18 no plasma de pacientes da DH
quando comparados aos controles (CHANG et al., 2015). Trabalho realizado com
duas coortes de pacientes com média de idade: 46 anos para controles, 41 para pre-
manifestos e pacientes em HD (coorte 1) - 52 anos para controles, 45 para pré-
manifesto e 55 para pacientes em HD precoce (coorte 2)]. Assim como também ja foi
visto o aumento das citocinas IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a no plasma de pacientes
a medida que a DH avanga (BJORKQVIST et al., 2008). O mesmo grupo também fez
analise de tecido post mortem e encontraram aumento na expressao de RNAm de IL-
6, IL-8 e TNF-a no estriado dos pacientes. Para acompanhar a progressao da doenga,
pode ser utilizado cinco graus, chamados graus de Vonsattel, que vao de 0 a 5,
designados em ordem crescente de gravidade (VONSATTEL et al., 1985). De acordo
com Silvestroni et al., (2009), utilizando da técnica de PCR, também foi visto um
aumento de mediadores de inflamacao IL-10 e CCL2 (Ligante 2 de quimiocina de
motivo C-C) no estriado de pacientes no nivel de gravidade mais alto, enquanto nao

foi vista diferenca no cortex e cerebelo.

Dessa forma podemos ver que o processo de neuroinflamagao esta presente
na DH, tanto em modelos animais quanto em pacientes, com marcadores centrais e
periféricos, e indicam sua participagdo no desenvolvimento e progressao da doenca

(VALADAO et al., 2020) (Figura 8).
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Figura 9 — Resumo esquematico dos achados sobre alteragées inflamatérias

periféricas em estudos de DH em modelos animais e humanos
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Evidéncias relatadas na literatura para alteragdes vistas na DH relacionadas a respostas inflamatérias

periféricas. A) Respostas vistas em camundongos, B) Respostas vistas em pacientes. Adaptado de:

VALADAQO, et al., 2020.

1.7 MODELO DE NEUROINFLAMACAO

Dentre alguns modelos que podem ser utilizados para gerar processos

neuroinflamatérios nos modelos animais, o LPS é frequentemente utilizado. O LPS é

um polissacarideo encontrado na membrana externa de bactérias gram negativas (AN

et al., 2020), que é reconhecido pelo receptor Toll-Like Receptor 4 (TLR4). Apds o
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reconhecimento do LPS pelo receptor, ocorre a dimerizagao do receptor na membrana
celular, e se inicia a cascata de interagdes proteina-proteina levando a produgao de
citocinas pré-inflamatérias, iniciando assim o processo inflamatério (KUZMICH et al.,

2017).

Ja é visto também que, mesmo em pouca quantidade, € possivel que o LPS
cruze a BHE (BANKS; ROBINSON, 2010), podendo ser uma das vias que leva a
ativagao das células microgliais (Al et al., 2005), e também o desenvolvimento do
chamado sickness behavior, que pode ser definido como um conjunto de alteragbes
no comportamento dos animais, geralmente relacionado a uma reducéo da ingestao
de alimentos (AUBERT et al., 1997), reducado da atividade locomotora e exploratoria

(LINTHORST et al., 1995), mas que n&o excede 24 horas (LASSELIN et al., 2020).

E bem documentado que o estimulo periférico de LPS pode produzir efeitos
no SNC (CATORCE; GEVORKIAN, 2016). Alguns estudos apontam diferengcas em
marcadores moleculares e bioquimicos apés o estimulo com LPS em camundongos,
por exemplo aumento de IL-6 e IL-18 mRNA e proteina (GODBOUT et al., 2005), e
também de TNF-a (QIN et al., 2007). Também sao vistas altera¢des a nivel celular,
com o aumento do marcador astrocitario GFAP (Sofroniew et al., 2015), e, como ja
citado anteriormente, alteragdes microgliais, seja na morfologia, numero, ou liberacao
de citocinas (CATORCE; GEVORKIAN, 2016). Dessa forma, unindo as
caracteristicas neuroinflamatérias ja apresentadas pelos pacientes da DH e a

progressdo que a doenga apresenta, nos perguntamos se poderia esse processo
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neuroinflamatério exacerbar ou antecipar caracteristicas microgliais e

comportamentais que o modelo YAC128 apresenta.
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2. JUSTIFICATIVA

Para tratar uma doenga progressiva debilitante e que carece de estratégias
farmacoldgicas e ndo-farmacoldgicas de intervengao, se faz necessario entendé-la.
Dessa forma, estudos que evidenciam a caracterizagdo do modelo animal ja nas fases
mais iniciais se fazem importantes no processo. Além disso, tendo em vista o papel
da inflamagéo na progressao dos processos neurodegenerativos, o uso do LPS (0,5
mg/kg) para induzir a inflamag&o no modelo animal YAC128 para a DH torna possivel
a investigagdo de possiveis alteragdes em respostas microgliais nesse modelo. A
dose de LPS foi definida apds resultados observados em um experimento piloto, onde
foi testada uma dose de 1 mg/kg, e depois 0,5 mg/kg. Entender as agbes de um agente
inflamatorio como o LPS no comportamento dos camundongos YAC128, e também
as possiveis alteragdes microgliais hipocampais, podem ajudar na caracterizagdo da
neuroinflamacdo na DH, aumentando o numero de estudos sobre a relagdo de
neuroinflamacédo e processos neurodegenerativos, auxiliando na elaboragdo de
estratégias capazes de minimizar o avango dos processos neurodegenerativos,

podendo retardar a progressao.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL: Investigar o envolvimento da inflamagao nos déficits

motores e psiquiatricos, e na ativagdo da microglia hipocampal no modelo

animal YAC128 da DH.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Avaliar alteragdes comportamentais dependente de gendtipo e do

LPS;

e Verificar se ocorre alteragao no peso dependente de gendtipo e LPS;

e Avaliar alteragdes microgliais dependente de gendtipo e do LPS.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Animais transgénicos (YAC128) e selvagens de ambos os sexos, com idade de
3 meses foram utilizados no protocolo deste estudo. A colbnia destes animais foi
mantida em gaiolas opacas de plastico (30 x 20 x 13 cm) com 6 animais/caixa no
biotério setorial do Departamento de Bioquimica na Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC, Florianépolis, Brasil), em estantes ventiladas e climatizadas a 21-
23°C, com livre acesso a agua e comida, sob um ciclo claro-escuro de 12:12h (07:00-

19:00h).

4.2 GENOTIPAGEM

Os animais YAC128 foram gerados por acasalamentos entre YAC128 e
animais selvagens (FVB/N), dessa forma, alguns animais foram positivos para a
mutacéo (YAC128) e outros selvagens, sendo necessaria assim a genotipagem para
a correta identificagdo dos animais. Brevemente, as amostras de tecido foram
coletadas e incubadas em 300uL de solugao de lise por 3 horas a 55°C. Apds a
extracado de DNA, a reagao em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em tubos de
200uL por meio da adigao de mix contendo 5uL de Master Mix e 0,5uL de cada par
de primer. Por ultimo, foram adicionados 2 pyL de cada amostra de DNA (volume final:
10 uL). Os primers que foram utilizados para a identificagdo do gendtipo séo o LYA
(left  YAC arm), RYA (right YAC arm) e actinaz LYA1 = %

CCTGCTCGCTTCGCTACTTGGAGC 3, LYA2 = 5
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GTCTTGCGCCTTAAACCAACTTGG 3, RYA1

5
CTTGAGATCGGGCGTTCGACTCGC 3, RYA2 = 5
CCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGC 3, e utilizados como controle positivo: Actina
R = 5 AGCCTCAGGGCATCGGAACC 3, Actina F= 5
GGAGACGGGGTCACCCACAC 3'. O produto da amplificagao foi adicionado em gel
de agarose 1,5% com 10,000X Syber e visualizado em fotodocumentador
CHEMIDOC, aparelho disponibilizado pelo LAMEB (Laboratério Multiusuarios de

Estudos em Biologia) (Figura 10).

Figura 10 - Representacao do gel de agarose produzido para realizagao da

genotipagem dos animais

Actina: 450 pb Tt —_— f—
LYA: 230 pb ] e
RYA: 170 pb - - . . L]
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Os simbolos (+) indicam animais positivos para a mutagédo (YAC128) e o (-) indicam animais negativos
para a mutagao (selvagens, WT). De cima para baixo, a primeira banda é a actina (450 pb), sendo o
nosso controle positivo. As duas marcagdées seguintes representam a mutacdo presente nos

camundongos transgénicos, LYA (230 pb) e RYA (170 pb). Fonte: os autores.
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4.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Aos 3 meses de idade os camundongos selvagens (FVB/N) e YAC128 (machos
e fémeas) foram separados em dois grupos (Figura 11): (i) Controle (salina), (ii) LPS

(LPS 0,5 mg/kg, i.p.).

Figura 11 - Representagao esquematica dos grupos experimentais
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Injecdo de salina Injecdo de LPS Injegdo de salina Injecdo de LPS

Os animais foram randomicamente divididos em 4 grupos aos 3 meses de idade: Camundongos

selvagens veiculo (NaCl 0,9%) e lipopolissacarideo (LPS), e camundongos YAC128 veiculo e LPS.

Fonte: Os autores, 2020.

A administracdo do extrato de lipopolissacarideo (LPS) da bactéria gram-

negativa Escherichia coli (0,5 mg/kg, i.p.), sorotipo O111:B4 (L630-25MG; Sigma, St.

Louis, MO), foi aguda e apds 24 horas os animais foram submetidos a uma bateria de
testes comportamentais para avaliagdo motora e do comportamento tipo-depressivo
e do tipo-ansioso. Para definicdo da dose utilizada, foi feito um teste piloto,

primeiramente com a dose de 1mg/kg, entretanto os machos utilizados, 24h apds a
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injecao, apresentavam um comportamento que nao nos permitia comparar com os das
fémeas, tendo em vista que eles passavam todo o tempo de todos os testes parados,
sem responder a nenhum estimulo, fosse ele o ambiente para explorar ou a borrifagem

de sacarose.

Imediatamente apdés o término dos testes comportamentais, foi feita a
eutanasia dos animais. Dois grupos de animais foram utilizados. Os animais do grupo
1, foram utilizados para analises comportamentais. Enquanto os animais do grupo 2
foram eutanasiados 24h apds a inje¢cao de LPS ou veiculo, perfundidos com solugao
salina seguida de paraformaldeido 4% e os encéfalos foram preparados para a analise

histologica, congelados a -80°C e cortados no criostato (30 um) (Figura 12).

Figura 12 - Representagao da linha do tempo do protocolo experimental.

Grupo 1 - Andlises
comportamentais:
1. Campo aberto;

LPS (0,5 2. Teste de
mg/kg, i.p.) borrifagem de
ou Salina sacarose;
(NaCl 0,9%, 3. Teste do nado
i.p.) forgado.
| PO1
Eutanasia |—| Grupo 2 -
Analise
morfolégica
microglial

Representacao da linha do tempo do protocolo experimental. Fonte: Os autores, 2020.
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4.4 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

4.4.1 Atividade Locomotora

Proposto inicialmente por Hall (1936), o teste de campo aberto foi utilizado para
mensurar a atividade locomotora dos animais. Os animais foram colocados
individualmente em uma arena de madeira (40 x 60 x 50 cm). Cada animal
permaneceu no aparato por um periodo de 6 minutos. Os parametros de distancia
total percorrida, tempo gasto no centro e na periferia foram avaliados pelo software
ANY-maze® (Stoelting, Wood Dale, IL USA). O aparato foi limpo com solugao etanol
10% a cada sesséao a fim de evitar residuos olfatorios capazes de gerar interferéncia

no comportamento dos animais.

4.4.2 Teste de Borrifagem de Sacarose (TBS)

O TBS, previamente descrito por (ISINGRINI et al., 2010), constitui-se como
um marcador comportamental de autocuidado e anedonia em animais. Em nosso
estudo o TBS foi utilizado para investigar os efeitos da inflamagdo sobre o
comportamento heddnico. O teste consiste em borrifar uma solugao 10% de sacarose
no dorso do camundongo e aloca-lo em cilindro transparente por 5 minutos. Os
animais foram ambientados no cilindro sem sacarose por 5 minutos para que
pudessem explorar e reconhecer o local. Apdés a ambientacdo os animais foram
borrifados no dorso com a solugao de sacarose. Devido a viscosidade da solugao de
sacarose, e ao comportamento instintivo dos animais, o tempo total de autolimpeza

(unidade de medida em segundos) do nariz, face e corpo foram mensurados como



57

indice de autocuidado (KASTER et al., 2015). O aparato foi limpo com solug¢ao etanol
10% a cada sessdo a fim de evitar residuos olfatérios. Todas as sessdoes foram

filmadas e avaliadas posteriormente.
4.4.3 Teste do Nado Forgado (TNF)

Para acessar o comportamento tipo-depressivo, de acordo com o proposto por
Porsolt et al. (1977), utilizamos do teste do nado forgado. Assim, os animais foram
colocados individualmente em tanques cilindricos de policloreto de vinila com 24 x 10
cm de altura x didmetro contendo agua até 19 cm de altura mantida em 25 +1°C. Os
testes foram gravados e posteriormente foram contabilizados a laténcia para a
primeira imobilidade e o tempo total de imobilidade durante 6 minutos. Os
camundongos foram considerados imoveis quando flutuarem, executando
movimentos apenas para manter a cabeca fora da agua. Diminuicdo no tempo de
imobilidade é um indicativo de efeito tipo-antidepressivo, enquanto um aumento neste

tempo é considerado efeito tipo-depressivo (CAN et al., 2012).

4.5 AVALIACAO MORFOLOGICA
4.5.1 Processamento do tecido encefalico

Passadas 24h da injegdo de LPS ou veiculo, os animais do grupo 2 foram
anestesiados com cetamina (100 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.) e perfundidos

com solugao salina (NaCl 0,9%), seguida de paraformaldeido 4%. Os encéfalos foram
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removidos da calota craniana e ficaram por 24h em solugéo de paraformaldeido 4%,
e depois foram colocados em solugcéo de sacarose a 30%. Apos a saturagéo, cortes
seriados de 30um de espessura foram feitos utilizando o criostato (Cryostat, Leica
CM1850 UV, CA), o processo de corte dos encéfalos foi feito na Université de Montreal
(UdeM), no Laboratdrio do Professor Dr. Sébastien Talbot. As fatias que possuiam o

hipocampo ou o estriado foram coletadas em 1/5 séries.

4.5.2 Imunofluorescéncia para avaliar as caracteristicas microgliais

Assim como os cortes, o protocolo de imunofluorescéncia também foi
desenvolvido no Laboratério do Professor Dr. Sébastien Talbot (UdeM). Para
identificar a morfologia microglial, utilizamos de co-marcacao de imunofluorescéncia
para TMEM119, marcador de células microgliais, e CD68, marcador de macrofagos
ativados e células microgliais. O antigeno foi recuperado e bloqueado como dito
acima, seguido pela incubagao por 48h do anticorpo policlonal de rabbit TMEM
(Abcam, CA, cat. #209064, diluicdo 1:1000) e anticorpo monoclonal de rat CD68
(Abcam, CA, cat. #53444 diluicdo 1:1000). Ap6s 48h os cortes foram lavados e
incubados com anti-rabbit Alexa Fluor 647 (Invitrogen, CA, cat. #A21245, dilui¢ao
1:500), anti-rat Alexa Fluor 488 (Invitrogen, CA, cat. #A11006, diluigdo 1:500), por 24h
a 4°C, seguido por lavagem e incubagao com DAPi (Invitrogen, Thermo Fisher, CA,
cat. #D1306, diluicao 1:2000), por 10 minutos em temperatura ambiente. Os cortes
serao lavados e montados com FluoromountG (Invitrogen, Thermo Fisher, CA, cat.

#E141200). As imagens das laminas marcadas foram feitas no aumento de 20x com
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resolucao de 4503 x 4503 pixels no microscépio invertido Nikon Eclipse Ti2 (Nikon

Instruments Inc, Melville, NY).

Para avaliar a expressédo dos marcadores microgliais TMEM119 e CD68 cortes
seriados contendo o hipocampo de -1.46mm posterior ao Bregma a -2.30mm posterior
ao Bregma (Franklin e Paxinos, 2001), foram processados. As laminas preparadas
tiveram a fluorescéncia analisada, de area de tamanho semelhante em todas as

amostras.

4.5.3 Anadlise morfolégica

As analises morfologicas foram feitas por um experimentador cego para as
identidades das amostras na microscopia de fluorescéncia (Nikon Eclipse Ti2). Uma
série de 5 fatias ao longo do eixo dorso-frontal do hipocampo foram utilizadas e as
células TMEM119 e CD-68 positivas presentes ao longo do hipocampo tiveram sua
morfologia analisada. A analise da ativacdo da microglia foi feita por meio da
densidade Optica avaliando fluorescéncia dos marcadores utilizados, utilizando
software imagedJ (Wayne, National Institute of Mental Health, USA), definindo uma

area de tamanho semelhante em todas as imagens para posterior analise.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram avaliados no software GraphPad por analise de

variancia (ANOVA) de duas vias com multipla comparagéao pelo teste post-hoc de
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Tukey, quando apropriado. O valor de P <0,05 foi considerado significativo, e os

resultados foram expressos como média e erro padrdo da média.
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5. RESULTADOS
5. 1 AVALIACAO DOS EFEITOS DO LPS E DO GENOTIPO NO PESO DOS

ANIMAIS

Tabela 1 - Peso corporal dos camundongos

Salina LPS

WT

YAC128

WT

YAC128

Antes \ Depois

Antes \ Depois

Antes

Depois

Antes

Depois

Peso corporal

(9)

2590 | 25,60

+ +

26,10 | 26,30

+ +

24,30

+

22,70*

+

27,80

+

24,90**

+

0,7063 | 0,7483 | 0,7951 | 0,8950 | 0,6155 | 0,7157 | 0.8406 | 0,8226

Legenda: Tabela representando o peso (g) dos animais antes e apds a administragéo de LPS ou

salina, N: 10. Os dados representam a média + EPM.

Avaliando a variagdo do peso dos animais 24h apds a injegdo, encontramos
gue os animais selvagens [F (3, 36) = 3,101; P=0,0002] e também os YAC128 [F (3,
36) = 3,101; P<0,0001] apresentaram uma perda significativa de peso, com diferencga
significativa também na interagdo entre os fatores [F (3, 36) = 16,21; P<0,0001] e do

fator tempo, ou seja, antes e 24h apds a injecao [F (1, 36) = 44,29; P<0,0001].

5.2 AVALIACAO DA LOCOMOGCAO E DO COMPORTAMENTO DO TIPO-

ANSIOSO
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Para analisar a locomogao e o comportamento do tipo-ansioso utilizamos o

teste do campo aberto. Uma diminuigdo do tempo no centro do aparato geralmente

reflete um comportamento do tipo-ansioso (BAILEY; CRAWLEY, 2009).

Figura 13 — Resultados do teste do campo aberto
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Resultados do teste do campo aberto. Numero de entradas no centro (a) distancia percorrida, (b) tempo
de permanéncia no centro, (c) tempo no centro, (d) numero de entradas na periferia, (€) tempo de
permanéncia na periferia. * p< 0,05; ** p<0,01 representando a diferen¢a dependente de tratamento. #

p<0,05 representando a diferenga dependente de gendtipo. Os dados representam a média £ E.P.M.

A distancia percorrida € um parametro que podemos avaliar no teste do campo
aberto para verificar a atividade locomotora dos animais. Utilizando da ANOVA de
duas vias foi vista a reducéo da distancia percorrida dependente de tratamento [F (1,
36) = 24,25; P<0,0001], mas nao foi vista uma diferenca de gendétipo em resposta ao
LPS [F (1, 36) = 3,195; P=0,0823] e de interacéo [F (1, 36) = 3.715; P=0.0619] (Figura

13, a).

Na analise do numero de entradas no centro foi encontrada uma diferenca de
tratamento [F (1, 36) = 62,28; P = <0,0001], mas nao de gendtipo [F (1, 36) = 0,7342;
P =0,3972] (Figura 13, b). Também foi visto uma diferenga significativa na interagéo

genotipo x tratamento [F (1, 36) = 5,930; P = 0,0200].
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Ainda analisando o comportamento do tipo-ansioso, verificou-se por meio de
uma ANOVA de duas vias uma diferenga significativa no tempo de permanéncia no
centro do aparato entre os grupos que receberam diferentes tratamentos [F (1, 36) =
10,35; P=0,0039]. Também foi vista uma diferengca de gendtipo nos animais que
receberam LPS [F (1, 36) = 6,270; P=0,0149] (Figura 13, c). Entretanto nao foi vista
uma diferencga significativa na interacdo genétipo x tratamento [F (1, 36) = 4,029;

P=0,0523].

Uma diferenca significativa entre os tratamentos avaliando o numero de
entradas na periferia [F (1, 36) = 63,08; P<0,0001], e uma diferenga na interacéo
gendtipo x tratamento [F (1, 36) = 6,083; P=0,0185] foi encontrada (Figura 13, d). No
entanto, nao foi encontrada diferenga significativa do genétipo [F (1, 36) = 0,1035;
P=0,7495], do tratamento [F (1, 36) = 0,6048; P=0,4418] ou interagéo [F (1, 36) =
1,816e-005; P=0,9966] (Figura 13, e) quando analisado o tempo gasto na periferia do

campo aberto.
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5.3 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO DO TIPO-DEPRESSIVO

Figura 14 — Resultado sobre o tempo de imobilidade dos animais no teste do

nado forgado
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Resultado do teste do nado forgado, representando o tempo de imobilidade que os animais
apresentaram. * p<0,05, referente a diferenca significativa dependente de tratamento; # p<0,05,

referente a diferenca significativa dependente de genétipo.

Para avaliar o comportamento do tipo-depressivo dos animais utilizamos o teste
de nado forgado. Como resultado da ANOVA de duas vias encontramos um aumento
do tempo de imobilidade nos animais que receberam LPS [F (1, 33) = 6,079; P=
0,0190] (Figura 14), foi vista diferenca dependente de gendtipo [F (1, 33) = 4.834; P=

0.0350], porém nao foi vista diferenga na interagao [F(1, 33) = 0.4648; P=0.5002].
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5.4 AVALIACAO DA ANEDONIA DOS ANIMAIS

Para avaliar o comportamento aneddnico dos animais utilizamos do teste de de
borrifagem de sacarose, e como resultado para a laténcia de limpeza nao
encontramos diferenga significativa entre os grupos, ou seja, independente do
genotipo [F (1, 36) = 0,5073; P=0,4809], do tratamento [F (1, 36) = 1,476; P=0,2324]
ou interagao entre os grupos [F (1, 36) = 0.2495; P=0.6205], os animais nao variaram

muito a laténcia de tempo até iniciar a limpeza (Figura 15, a).

Figura 15 — Resultados do TBS

Laténcia de limpeza Tempo de limpeza

300+

e WT 200 . . WT
| |
. = YAC128 . = YAC128
— 200 150
27 D
o L] = L]
g . S 1004
[ ] g ¢ 7
~ 100+ [
50 %
L
0« 0 T |
Salina LPS Salina LPS
A Tratamento Tratamento

Resultados do Splash test, (a) avaliando a laténcia de limpeza dos animais, (b) e também o tempo que
eles passavam se limpando. N&o foi vista nenhuma diferenga significativa. N = 10. Os dados s&o

apresentados como média + E.P.M.
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Apos analisar a laténcia de limpeza, contabilizamos o tempo de limpeza dos
animais, e também nao encontramos diferenga significativa entre os grupos,
independente de tratamento [F (1, 36) = 1,163; P=0,2880], gendtipo [F (1, 36) =

0,09150; P=0,7640] e interacéo [F (1, 36) = 0.3697; P=0.5470] (Figura 15, b).

5.5 AVALIACAO DA MORFOLOGIA MICROGLIAL

Para avaliar se poderiamos encontrar alguma diferenca nas células microgliais
entre os grupos, utilizamos da analise de imunofluorescéncia de fatias encefalicas.
Utilizamos de dois marcados, o TMEM119 e o CD68, ambos marcadores de
membrana celular. O TMEM119 pode ser utilizado para marcar todas as células
microgliais presentes no tecido, enquanto o CD68 é marcador de macrofago ativado,
dessa forma, podemos observar a microglia em seu estado mais ativado. No presente
trabalho, utilizamos os dois marcadores em conjunto, podendo ser possivel observar
co-marcagao entre eles (Figura 16), nos permitindo avaliar se as condigbes de
gendtipo e/ou inflamacgao induzida poderiam alterar o estado ou numero desse tipo

celular.
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Figura 16 - Imunofluorescéncia para marcadores microgliais TMEM119 e CD68
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Imunofluorescéncia microglial do hipocampo de animais WT e YAC128. (a) TMEM119 (rosa), (b) CD68

(verde), (c) combinagao dos canais rosa e verde no hipocampo do WT S (d, €, f), imagens do hipocampo

do WT LPS (g, h, i), do YAC128 S (j, k ,I) e do YAC128 LPS. N = 2. Escala: 100um.

5.6 QUANTIFICACAO DA IMUNOFLUORESCENCIA DE MARCADORES

MICROGLIAIS

Figura 17 - Fluorescéncia de TMEM119 e CD68 no hipocampo
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Andlise estatistica da fluorescéncia para TMEM119 (a) e CD68 (b) no hipocampo dos animais. *

p<0,05 referente a diferengas relacionada ao tratamento; # p<0,05, referente a diferencgas

relacionadas ao gendtipo dos animais. Os dados sao apresentados como média + E.P.M.
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Avaliando a fluorescéncia para os marcadores TMEM119 e CDG68, foi possivel
observar uma diferenga de tratamento [F (1, 15) = 11.21; P:0.0183], e também de
gendtipo [F (1, 15) = 8.842; P: 0.0208] na imunofluorescéncia para TMEM119, mas
nao na interagao [F (1, 15) = 2.585; P=0.1287] (Figura 17, a). Na analise de CD68
também foi encontrada diferenga significativa na fluorescéncia dependente de
tratamento [F (1, 15) = 2.242; WT P: 0.0267; YAC128 P: 0.0459], e de interacao [F (1,
15) = 7.636; P=0.0145], mas nao de gendtipo [F (1, 15) = 3.651; P=0.0753] (Figura 17,

b).
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6. DISCUSSAO

Na DH a transmissdo da doenga é feita de forma hereditaria (ROOS et al.,
2010), e, dessa forma, o diagnostico pode ser feito de maneira simples quando se
sabe de histdrico na familia, ou com a presenca dos sintomas motores caracteristicos
(WALKER, 2007). Os sintomas motores da DH podem aparecer de forma precoce
(SEMANKA et al., 2006), entretanto sua forma mais comum é entre 35 e 50 anos de
idade (HUNTINGTON’S DISEASE COLLABORATIVE RESEARCH GROUP, 1993).
Apesar da coreia ser o sintoma mais conhecido da DH, os primeiros sintomas que
podem surgir sdo 0s cognitivos e psiquiatricos, como irritacdo e depressao (DU;
PANG; HANNAN, 2013; VAN DUJIN et al., 2014). Nos modelos animais podemos
encontrar paralelos entre o desenvolvimento desses sintomas nos humanos,
entretanto as janelas temporais do inicio desses sintomas, motores, psiquiatricos ou
cognitivos, variam. Dessa forma, nesse estudo propés-se a utilizagdo do camundongo
YAC128, modelo da DH, porque ele apresenta uma janela maior até o inicio dos
sintomas motores, quando comparado a outros modelos como o R6/1. Essa
caracteristica nos deu liberdade para estudar aspectos inflamatdrios anteriores aos

déficits motores que o modelo apresenta.

O LPS é comumente utilizado para desencadear respostas inflamatorias em
modelos animais, onde os animais podem ter seu comportamento avaliado, durante e
apo6s o estagio de sickness behavior, e também as caracteristicas celulares. Assim,

no presente trabalho, utilizamos do LPS como modelo pela disponibilidade do mesmo
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no laboratoério e também da disponibilidade de informacdes na literatura para ajudar a

fundamentar nossos achados.

A perda de peso é uma caracteristica vista tanto em estagios mais avangados
da DH, quanto em estagios mais iniciais (DJOUSSE et al., 2002), também é sabido
que alguns modelos animais, como R6/2, s&do animais que tendem a perder peso com
a progressdo da doenca (SJOGREN et al., 2019), enquanto que os YAC128, s&o
animais que tendem a ganhar peso com o passar do tempo (POULADI et al., 2010).
No entanto, como utilizamos somente de uma idade dos animais, nao é possivel que
facamos um paralelo com essa caracteristica da doenca. Com base nos nossos
resultados, o LPS afetou de maneira similar os animais selvagens e os YAC128,

apresentando uma redugéo de peso significativa 24h apds a injecao.

Avaliando os sintomas psiquiatricos que nosso modelo poderia vir a apresentar,
para verificar o comportamento do tipo-ansioso utilizamos do teste do campo aberto,
onde podemos relacionar um comportamento menos ansioso aos animais que
permanecem mais tempo no centro do aparato (BAILEY; CRAWLEY, 2009). Como
primeiro resultado obtivemos que o LPS interfere reduzindo o numero de entrada dos
animais, independente do gendtipo, no centro. Entretanto, quando avaliamos o tempo
de permanéncia no centro, encontramos diferencas de gendétipo entre os animais que
receberam LPS e também diferenga de tratamento, mostrando que os camundongos
YAC128 que receberam LPS permaneceram menos tempo no centro do aparato.
Dessa forma vemos que os camundongos YAC128 respondem ao estimulo

inflamatdrio de maneira que seu comportamento reflete um comportamento mais do
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tipo-ansioso, no parametro de tempo no centro, quando comparado ao animal

selvagem.

Semelhante ao visto no numero de entradas no centro, encontramos diferenca
no numero de entradas na periferia, mas somente uma diferenga de tratamento, ou
seja, os animais que receberam LPS apresentaram uma menor taxa de entrada na
periferia. Contudo, nao foi vista uma diferenca no tempo de permanéncia na periferia
entre 0s grupos, o que nos leva a pensar que talvez os animais tenham uma diferenca
somente no numero de entrada, e que permanegam parados ou caminhando na area

por mais tempo.

E avaliando a distancia percorrida vemos que o LPS diminuiu essa distancia
nos YAC128 e nos animais selvagens. Como visto em Clark et al., (2015), 24h apés a
inducao da inflamacgao ja nao é visto mais o sickness behavior, dessa forma, podemos
atrelar a reducao na distancia percorrida pelos animais ao efeito da inflamacao na
atividade locomotora. Como visto por Pérez-Dominguez et al., (2019) o LPS pode
diminuir a atividade locomotora nos animais, entretanto esse resultado foi visto pelo
grupo somente 2h apds a injecao de LPS (1mg/kg), as 24h o decaimento néo se
mantinha, o que diverge do nosso achado. De certo modo, nossos resultados mostram
que, mesmo com o término do periodo de tempo do sickness behavior os efeitos da

neuroinflamacao gerada persistem e sao visiveis na locomog¢ao dos animais.

Assim, baseado no teste do campo aberto, podemos concluir que o LPS induziu

um comportamento do tipo ansioso nos animais, independente do gendtipo, mas os
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animais YAC128 que receberam LPS apresentaram um menor tempo de permanéncia
no centro, indicando assim um comportamento mais ansioso que os demais grupos,

ou uma maior susceptibilidade a inflamagao induzida por LPS.

Quanto a locomog¢ao dos animais, verificada pela distancia percorrida, foi vista
uma reducao dependente de tratamento, mas nédo de gendtipo. O que esperavamos,
tendo em vista que aos 3 meses de idade os YAC128 apenas apresentam déficits
motores quando desafiados por algum aparato, como por exemplo o rotarod

(POULADI et al., 2009), o que néo é o caso do campo aberto.

O teste do nado forgado pode ser utilizado tanto em camundongos quanto em
ratos (ANDREATINI; BACELLAR, 1999), e geralmente é utilizado para avaliagao do
comportamento do tipo-depressivo do animal, conforme proposto por Porsolt et al.
(1977). Em nossos resultados encontramos diferenca depende de tratamento, ou seja,
0s animais que receberam LPS passaram mais tempo iméveis durante o teste do que
0s animais que receberam salina. Como visto na literatura que o aumento do tempo
de imobilidade esta relacionado com o comportamento do tipo-depressivo em
camundongos (KUDRYAVTSEVA; BAKSHTANOVSKAYA; KORYAKINA, 1991), e
encontramos em nossos resultados um aumento desse tempo de imobilidade
dependente de gendtipo, os animais que possuem a mHtt apresentavam o
comportamento do tipo-depressivo, mesmo que sem estimulo inflamatério do LPS. O
que corrobora os achados de Pouladi et al. (2009), onde os YAC128 aos 3 meses de
idade ja apresentam o comportamento do tipo-depressivo quando comparados a

animais selvagens. Visto também por nosso grupo onde os animais YAC128
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apresentam um maior tempo de imobilidade quando comparados ao grupo controle

no teste do nado forcado na mesma idade (FONSECA et al., 2018).

Para avaliar a anedonia, definida pelo psicdlogo francés Ribot como uma
incapacidade de sentir prazer, caracteristica bastante presente na depresséo
(HUSAIN; ROISER, 2018), utilizamos do teste de borrifagem de sacarose, avaliando
a laténcia de limpeza e também o tempo total de limpeza. Nao encontramos diferenca
de genotipo ou de tratamento entre os grupos, indicando que a presenga ou néo da
mutacdo nao gerou anedonia nos animais. E que a presenga ou nao do LPS também
nao teve efeito nesse parametro. O que difere de Fonséca et al, (2018), onde foi vista
reducdo do tempo de limpeza entre animais que possuiam a mHtt e os que nao

possuiam.

Em nossas analises histologicas utilizamos o CD68, marcador de membrana
celular de macrofagos e células microgliais em seu estado ativado, e o TMEM119,
também marcador de membrana celular, mas somente de células microgliais
(PAOLICELLI et al., 2022; KATSCHKE et al., 2001). Curiosamente, apesar da
inflamacao gerada por LPS, nossos resultados para a fluorescéncia de TMEM119
demonstram uma reducdo da densidade oOptica das amostras que dependente de
tratamento, mas também uma diferenca dependente de gendtipo, de forma que os
animais YAC128 que receberam salina apresentaram uma maior densidade optica
quando comparados aos animais selvagens que receberam salina, ou seja, mesmo
sem estimulo inflamatdrio externo, no caso o LPS, os animais que possuem a mHtt

apresentam uma maior fluorescéncia para o marcador de microglia. O que ja era
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esperado, tendo em vista que trabalhos como Sapp et al., (2001), ja relatavam o
aumento de marcadores de ativagao microglial no cortex pré-frontal de pacientes,
assim como ja foi vista um aumento significativo de Iba1, marcador de macréfagos,
no cérebro de animais R6/2 quando comparados a animais selvagens (PALDINO et
al., 2020). Os primeiros trabalhos utilizando o TMEM119 surgem entorno do ano de
2016 (BENNETT et al., 2016), assim, nosso trabalho surge como uma importante
atualizacdo na literatura sobre neuroinflamagcdo na DH agregando dados com a

especificidade de marcadores que antes nao eram utilizados.

Para os dados relacionados a fluorescéncia do CD68 encontramos que apenas
os camundongos YAC128 tratados com LPS apresentaram um aumento dessa
fluorescéncia, indicando um estado mais ativo das células microgliais no hipocampo
desses animais. Enquanto Giampa et al., (2013), apesar de utilizar de outro modelo
animal para a DH, o R6/2, mostra que o animal que possui a mHtt e que recebeu
somente a solucdo veiculo possui diferenga significativa de fluorescéncia para CD68
quando comparado ao animal controle, tal como Palazuelos et al., (2009), porém
ambos somente no estriado. Dessa forma, nosso trabalho traz consigo dados que
acrescentam ao campo da neuroinflamagéo na DH, avaliando como regiédo células do

hipocampo.

Apesar de ser visto um crescimento nos ultimos anos, o estudo da
neuroinflamacéo ainda ndo abrange a DH da mesma maneira que abrange estudos
relacionados a doenga de Alzheimer e a doenga de Parkinson. Deste modo, esse

trabalho vem como um acréscimo no entendimento de como a neuroinflamacéo se
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relaciona com a doencga, e também como se relaciona com o hipocampo, regiao que
ja é vista dentro de estudos de transtornos que podem surgir na DH. Como dito por
Paolicelli et al., (2022), a microglia apresenta diversos estados morfologicos, e
diferentes morfologias dependentes das regides do cérebro onde se encontram, entéao
existem diversas variaveis que podem agir nos nossos resultados, podendo ser

contornadas com ajustes metodoldgicos no futuro.

Em resumo, utilizando do protocolo de uma inflamagao aguda gerada por LPS

no nos animais dependente de gendtipo e de tratamento, temos:

Tabela 2 - Resumo dos resultados obtidos

Parametro WTS WT LPS YAC128 S YAC128 LPS
Peso - | - l
N° de entradas no - | - l
centro
N° de entradas na - | - l
periferia
Tempo no centro - | - | diminuiu mais que

o WT LPS, sendo
vista diferenga de
genotipo

Tempo na periferia - - - -

Distancia percorrida - - - | diminuiu mais que
o WT LPS, sendo
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vista diferenga de

gendtipo
Tempo de - 1
imobilidade

Tempo de limpeza - -
Laténcia de limpeza - -
Fluorescéncia 1 quando |

TMEM119 comparado ao

WT S, sendo

vista diferenca

de gendtipo

Fluorescéncia CD68 - 1

Resumo dos resultados obtidos no presente trabalho. Setas para cima representam aumento do

parametro analisado, setas para baixo representam a diminuicao desse parametro, hifens representam

a ndo alteragdo no parametro. E descrito no quadro da tabela quando é vista diferenca de genétipo.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir do material analisado temos resultados que podem contribuir melhor
para o avango do que sabemos entre neuroinflamagdo e a DH, a niveis
comportamentais e também morfolégicos. Dessa forma, como perspectivas futuras
temos a de aumentar o N de amostras para analises morfoldgicas, nos dando mais

seguranca entre as diferengas que podem ser apresentadas entre os grupos.

Apesar de nao termos avaliado a diferenca entre os sexos, alguns trabalhos ja
trazem possiveis alteragdes microgliais entre machos e fémeas, o que por
consequéncia pode trazer alteragcbes no comportamento dos animais baseado na
diferenca de sexo. Assim, aumentar o N de animais para que se possa fazer uma
comparagao entre os sexos nos daria mais material para enxergar as possiveis

variaveis envolvidas na relagao entre a DH e a neuroinflamacéo.

Também propomos a analise bioquimica do material coletado para avaliagao
dos niveis de citocinas, inflamassoma NLRP3 e niveis de BDNF no hipocampo e
estriado dos animais, e também analise das citocinas do sangue dos animais de todos

0S grupos.

Assim, temos como perspectiva utilizar esse trabalho e outros que possam vir
depois dele para melhorar o entendimento da DH e a neuroinflamagdo no nosso
modelo, e também como esses aspectos conversam no decorrer da doenga. Nosso

trabalho tem potencial de contribuir sobre o que se sabe sobre os efeitos da mHtt no
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desenvolvimento de sintomas psiquiatricos, como depressdao e ansiedade,

relacionado a uma possivel neuroinflamagao no histérico do paciente.
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