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RESUMO

Doengas motoras neurodegenerativas sdao um grupo de disturbios caracterizados pela
degeneracdo progressiva de neurdnios no sistema nervoso central, especialmente em areas
responsaveis pelo controle dos movimentos musculares voluntarios. Essas doencas,
exemplificadas aqui pela doenca de Parkinson (DP) e a doenca de Huntington (DH),
manifestam sintomas motores debilitantes e abrangem uma ampla gama de manifestagdes nao
motoras, impactando significativamente a qualidade de vida dos individuos afetados. Na DP,
os sintomas motores incluem bradicinesia, tremores em repouso, rigidez muscular e
instabilidade postural, enquanto os sintomas ndo motores envolvem comprometimento
cognitivo, distarbios de humor, disturbios do sono, disfun¢do autondmica e anormalidades
sensoriais. A DH ¢ uma desordem genética neurodegenerativa caracterizada por sintomas
motores, psiquidtricos, cognitivos e periféricos. Este estudo investiga o papel da neurogénese
hipocampal adulta humana na DP e explora os beneficios potenciais do Ambiente Enriquecido
(AE) num modelo animal da DH. Na DP, nossa pesquisa, utilizando tecido cerebral humano
pos-morte, encontrou uma redugdo signifcativa na expressao de Doublecortin (DCX) na zona
subgranular, indicando uma neurogénese hipocampal deficiente em adultos. Também
identificamos correlagdes da area nuclear das células positivas para DCX com os niveis de pH.
Esses achados sugerem que a neurogénese comprometida pode preceder o comprometimento
cognitivo, contribuindo para os sintomas neuropsiquiatricos observados na DP. Na DH,
verificou-se que a exposi¢ao ao AE por 2 meses (dos 2 aos 4 meses) reverteu o comportamento
tipo-depressivo e tipo-anedonico em camundongos YACI128. Esses resultados confirmam que
o AE pode modular o comportamento, provavelmente por modular a neuroplasticidade
estrutural e funcional. Em resumo, os resultados aqui apresentados enfatizam a intrincada
interacdo entre sintomas motores € ndo motores em doencas motoras neurodegenerativas,
exemplificadas pela DP e pela DH. Esses resultados ndo apenas lancam luz sobre os possiveis
mecanismos subjacentes aos sintomas neuropsiquidtricos observados na DP, mas também
oferecem um caminho promissor para lidar com déficits na neuroplasticidade na DH. Em tltima
analise, essas descobertas contribuem para nossa compreensao mais ampla dessas condi¢des
desafiadoras e tém o potencial de abrir caminho para estratégias terapéuticas mais eficazes no
futuro.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, Doenca de Huntington, Neuroplasticidade,
Camundongo YAC128, neurogénese hipocampal adulta



ABSTRACT

Neurodegenerative motor diseases are a group of disorders characterized by the progressive
degeneration of neurons in the central nervous system, especially in areas responsible for
controlling voluntary muscle movements. These diseases, exemplified by Parkinson's disease
(PD) and Huntington's disease (HD), manifest debilitating motor symptoms and encompass a
wide range of non-motor manifestations, significantly impacting the quality of life of affected
individuals. In PD, motor symptoms include bradykinesia, resting tremors, muscular rigidity,
and postural instability, while non-motor symptoms involve cognitive impairment, mood
disturbances, sleep disturbances, autonomic dysfunction, and sensory abnormalities. HD is a
genetic neurodegenerative disorder characterized by motor, psychiatric, cognitive, and
peripheral symptoms. This study investigates the role of adult human hippocampal
neurogenesis in PD and explores the potential benefits of Environmental Enrichment (EE) in
an animal model of HD. In PD, our research, utilizing postmortem human brain tissue, found a
significant reduction in Doublecortin (DCX) expression in the subgranular zone, indicating
deficient adult hippocampal neurogenesis. We also identified correlations of the nuclear area
of DCX-positive cells with the pH levels. These findings suggest that compromised
neurogenesis may precede cognitive impairment, contributing to the neuropsychiatric
symptoms observed in PD. In HD, exposure to EE for two months (from 2 to 4 months of age)
was found to reverse depressive-like and anhedonic-like behaviors in YAC128 mice. These
results confirm that EE can modulate behavior, likely by modulating structural and functional
neuroplasticity. The results presented here underscore the intricate interplay between motor and
non-motor symptoms in neurodegenerative motor diseases, exemplified by PD and HD. These
findings not only shed light on potential mechanisms underlying the neuropsychiatric
symptoms observed in PD but also offer a promising path for addressing deficits in
neuroplasticity in HD. Ultimately, these discoveries contribute to our broader understanding of
these challenging conditions and potentially pave the way for more effective therapeutic
strategies in the future.

Keywords: Parkinson's disease, Huntington's disease, Neuroplasticity, YAC128 mouse, Adult
hippocampal neurogenesis
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APRESENTACAO

Essa tese de doutorado esta organizada em trés capitulos e uma conclusao geral:

Capitulo I: Redigido em lingua portuguesa contém uma breve introdugao geral sobre
os topicos norteadores da tese, a justificativa, os objetivos e referéncias bibliograficas referentes
a esse capitulo;

Capitulo II: Artigo cientifico em lingua inglesa sobre o estudo da neurogénese
hipocampal adulta na doenga de Parkinson em amostras humanas. Esse capitulo contém os
topicos introdugdo, materiais ¢ métodos, resultados, discussdo, conclusdo, referéncias
bibliograficas e material suplementar;

Capitulo III: Efeitos do enriquecimento ambiental no modelo animal da doenca de
Huntington redigidos em lingua portuguesa. Esse capitulo estd dividido em introducao,
materiais ¢ métodos, resultados, discussao, conclusdo e referéncias bibliograficas.

Conclusdao Geral: redigida em lingua portuguesa consta algumas implicagdes e

consideragdes dos resultados dos capitulos II e III.
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1 CAPITULO I INTRODUCAO

1.1 DOENCAS NEURODEGENERATIVAS

As doencgas neurodegenerativas sdo um grupo heterogéneo de distirbios neuroldgicos
que afetam negativamente a vida de milhdes de pessoas em todo o mundo e acarretam a perda
progressiva de neuronios no Sistema Nervoso Central (SNC) ou no Sistema Nervoso Periférico
(SNP) (Wilson et al., 2023). Sao causa comum e crescente de mortalidade e morbidade em todo
o mundo (Erkkinen et al., 2018). O envelhecimento ¢ um fator de risco comum as doencas
neurodegenerativas, assim, a medida que a expectativa de vida aumenta em todo o mundo, a
prevaléncia destas doencas aumentard, impondo uma carga socioecondmica onerosa aos
pacientes, familias e comunidades (Gan et al., 2018).

Perda e ou disfung¢do progressiva de células neurais (neuronios e células da glia), bem
como das conexdes e redes formadas por estas células e, na maioria dos casos, pela deposi¢ao
de proteinas patologicamente alteradas em diferentes regides do sistema nervoso (Kovacs,
2017, 2019) sdo caracteristicas das doencas neurodegenerativas. Essas doengas podem causar
perda progressiva das fungdes cerebrais, resultando em incapacidade grave e morte. Muitas
doengas neurodegenerativas compartilham caracteristicas clinicas, como déficits cognitivos,
prejuizos motores, transtornos de humor e mecanismos moleculares comuns, incluindo vias de
sinalizagdo, agregacdo, propaga¢do e disseminacdo de proteinas de uma regido para outra
(Figura 1.1) (Chen et al., 2020). Embora, muitas vezes, sejam classificadas por marcas
proteinopaticas, ndo esta claro se estas estdo acarretando a doenga ou se sdo consequéncias de

outros processos subjacentes (Ehrenberg et al., 2020).
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Figura 1.1 - Caracteristicas comuns as doengas neurodegenerativas.

CARACTERISTICAS DAS
DOENCAS

NEURODEGENERATIVAS

Fonte: Adaptado de (Wilson et al, 2023Wilson et al., 2023).

As principais doengas neurodegenerativas do SNC sdo a doenga de Alzheimer (DA),
a doenca de Parkinson (DP) e as doencas de repeticdes expandidas de trinucleotideos, como a
doenca de Huntington (DH) e as ataxias espinocerebelares. Juntas elas afetam cerca de 5
milhdes de pessoas apenas nos Estados Unidos e mais de 25 milhdes de pessoas em todo o
mundo (Kandel et al., 2014). As doencas neurodegenerativss sdo clinica e fisiologicamente
heterogéneas, mas frequentemente apresentam caracteristicas sobrepostas (Erkkinen et al.,
2018).

De acordo com Kovacs (2018) as doengas neurodegenerativas podem ser classificadas
baseando-se em: 1. Sintomas clinicos determinados pela regido anatdmica onde ha disfungao
neural; 2. Proteinas que apresentam modifica¢des bioquimicas e se acumulam em neurénios ou
células gliais (intracelulares) ou em localizagdes extracelulares (Kovacs, 2017). As
manifestagdes clinicas podem ser classificadas em: 1. Declinio cognitivo, deméncia e alteracdes
nas funcdes cerebrais de alto nivel. As estruturas anatomicas envolvidas compreendem o
hipocampo, o cortex entorrinal, o sistema limbico e as areas neocorticais; 2. Distirbios do
movimento, que incluem distarbios do movimento hipercinéticos e hipocinéticos, sintomas

relacionados a disfungdo cerebelar ou envolvimento dos neur6nios motores superiores €
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inferiores. As regides anatomicas mais importantes envolvidas nos distirbios do movimento
sdo os nucleos da base, o tdlamo, os nucleos do tronco cerebral, o cortex e os nucleos
cerebelares, as areas corticais motoras e os neurdnios motores inferiores da medula espinhal
(Kovacs, 2017). Além das manifestagdes clinicas, refletindo perda de neuronios e sinapses
especificos em regides cerebrais distintas, as doengas neurodegenerativas podem ser agrupadas
de acordo com suas caracteristicas proteinopaticas. A agregacdo regional de proteinas
citosolicas ou nucleares podem incluir placas beta-amildides (AP) na DA, inclusdes de tau
hiperfosforilada de ligacdo aos microtubulos na DA e outras tauopatias, agregados de a-
sinucleina (a-syn) na DP e outras sinucleinopatias, ¢ agregados de proteinas poliglutaminas na
DH e outras doengas de repeticdo CAG-poliglutamina (Gan et al., 2018).

Os disturbios do movimento estdo entre os distirbios neurodegenerativos mais comuns
e sdo categorizados como um grupo complexo de doencas neuroldgicas que manifestam
aumento ou diminuicdo dos movimentos corporais (Jamwal & Kumar, 2019). Eles sao
caracterizados por deficiéncias na velocidade, fluéncia, qualidade e facilidade de execugdo
motora, deficiéncias que podem ser devidas ao excesso ou falta de movimentos voluntarios
(Shipton, 2012). O movimento ¢ produzido pela acdo coordenada de diversas estruturas
cerebrais corticais e subcorticais, como a medula espinhal, o tronco cerebral, o cortex cerebral,
o cerebelo e os nucleos da base (Troncoso-Escudero et al., 2020). A estrutura dos ntcleos da
base compreende um grupo de nucleos subcorticais incluindo o estriado (subdividido na maioria
dos mamiferos em caudado e putdmen), globo pélido (GP) interno (GP1) e globo palido externo
(GPe). Além disso, devido as importantes conexdes entre os nicleos basais anatdomicos e 0
nucleo subtalamico (NST) e a substancia negra (substancia negra (SN) pars reticulata (SNpr) e
compacta (SNpc), estes sao incluidas funcionalmente no conceito de ntcleos basais, embora
anatomicamente pertencam ao diencéfalo e ao mesencéfalo (Figura 1.2), respectivamente

(Borden et al., 2015).
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Figura 1.2 - Nucleos da base e estruturas circundantes.
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Fonte: Kandel et al., 2014 p.853

Os neurdnios espinhosos médios GABAérgicos constituem 90-95% da populagio
neuronal do estriado e recebem projecdes glutamatérgicas do cortex e dos nticleos talamicos.
Existem duas vias diferentes do estriado que expressam diferentes receptores de dopamina e
neuropeptideos. A via direta expressa receptores dopaminérgicos D1, substancia P e dinorfina
e se projeta no SNpr e GPi, enquanto a via indireta expressa receptores dopaminérgicos D2,
receptores de adenosina A2A e encefalina e se projeta para o GPe. (Jamwal & Kumar, 2019).
O equilibrio entre a via direta e indireta ¢ responsavel pelos movimentos corporais coordenados.
Um desequilibrio na atividade dessas duas vias resulta em movimentos corporais alterados.
Dessa forma, a DH e a DP exibem algumas semelhangas, ambas apresentam agregados
proteicos e distirbios motores consequentes da degeneracao nas estruturas dos nucleos da base.
No entanto, a DH ¢ uma doenga bifasica (incialmente hipercinética e posteriormente
hipocinética) autossomica dominante, enquanto a DP ¢ uma doenca hipocinética multifatorial

(Figura 1.3).
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Figura 1.3 — Representagdo esquematica das vias diretas e indiretas nos nucleos da base em
condigdes fisiologicas, na DP e na DH.

A Condigao Fisioldgica

. &
h L/ >/)
(f_,\ Caudado c;@\
Pu!amy \//")
ap; GEe b

\__,’{ /'Lf_ 73)

\

Téalamo

[

B Doenca de Parkinson

P &
\\ I“\ (/\
(j: Caudado J

C Doenga de Huntington

!\ l\/ >V/ )

-
(e C C_—
<. Caudado N
TN
Y 4
Putamen

\'\ _oPi GPe ( -

Talamo

[T . wst = st Tl st W ===
v o — & Ol o N e o
. S sor oo gl

<—— SNpe ——— p—

7 - a7 > 4 <oy " -
g A 4 L) AT, = < /'\—-w L j
. L/({_ . a4 l/z — _//' . € /,_/7—
—Via direta
—Via indireta

Legenda: A) Fisiologicamente, a via direta (linha verde) participa da ativagdo do movimento. Essa via é
acionada quando a ativagdo do cortex produz uma liberagdo de glutamato no corpo estriado, ativando neurénios
espinhosos médios GABAérgicos (MSNs) da via direta. Ao liberar GABA na substancia negra pars reticulata
(SNpr) e no globo palido interno (GPi), os MSNs inibem os neurdnios do SNpr/Gpi que também séo
GABA¢érgicos. Isso provoca a ativagdo dos neuronios glutamatérgicos presentes no tdlamo, que se projetam para
o cortex, resultando na ativacdo dos movimentos. A via indireta (linha vermelha) participa da inibi¢do do
movimento. Quando MSNs GABAérgicos que se projetam indiretamente para o SNpr através do globo palido
externo (Gpe) e do nmicleo subtaldmico (NST), liberam GABA no Gpe, inibem os neurénios GABAérgicos
presentes no Gpe. Isso leva a desinibi¢do dos neurdnios glutamatérgicos do NST, o que ativa os neurénios
GABA¢érgicos do SNpr/Gpi. Esses neurdnios inibem os neuronios presentes no talamo, resultando em uma
reducdo do movimento. A selegéo e execugdo do movimento refletem um equilibrio dindmico entre ambas as
vias. B) Na DP, a perda de neur6nios dopaminérgicos do SNpc induz uma superativagdo da via indireta e
diminui¢do no inicio do movimento. Consequentemente, ha um aumento da atividade GABAérgica do Gpi/SNpr
sobre os neurdnios talamicos que se projetam para o cortex, levando a perda de movimento (distirbio
hipocinético). C) Na DH (fase inicial), os MSNs da via indireta parecem ser afetados antes dos MSNs da via
direta. Isso induz um aumento da atividade GABAérgica (ou inibidora) do Gpe sobre o NST, o que provoca a
perda da atividade inibitéria do Gpi/SNpr sobre os neurdnios talamicos que se projetam para o cortex, levando
ao aparecimento de movimentos coreicos (distirbio hipercinético). Em uma fase posterior, a via direta
(excitatdria) também ¢ afetada, levando a perda do movimento ou hipocinesia. Fonte: Adaptado de Troncoso-
Escudero et al., 2020.

1.2 DOENCA DE PARKINSON

A DP ¢ uma condicdo neurodegenerativa progressiva resultante, principalmente, da
deterioragdo de neurdnios dopaminérgicos da substancia negra pars compacta (SNpc) e via
nigroestriatal (Lim et al., 2018; Stewart, 2007). Foi descrita pela primeira vez em 1817 no
trabalho cientifico “An Essay on the Shaking Palsy” por James Parkinson (Parkinson, 2002).
No entanto, somente em 1872 foi que Jean-Martin Charcot e seus estudantes descreveram o
espectro clinico da doenga e nomearam pela primeira vez a condigdo como “Doenga de
Parkinson” (Charcot, 1879).

A DP ¢ considerada a segunda doenca neurodegenerativa mais comum, ficando atras

somente da DA. E considerada cosmopolita por estar presente em todas as classes sociais e
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etnias, acometendo tanto homens quanto mulheres, porém tende a ser mais frequente em
homens. De acordo com o estudo Global Burden of Disease (GBD) a incidéncia de DP em 2017
era de 1,02 milhdes (Feigin et al., 2021). A prevaléncia da DP varia de 1 a 2 por 1.000
individuos na populacgao geral e afeta 1% da populacdo com mais de 60 anos, sendo considerada
rara antes dos 50 anos e atingindo uma prevaléncia de 4% nas faixas etarias mais elevadas (Ou
et al., 2021). No entanto, o aumento no nimero de pacientes com DP em todo o mundo entre
1990 e 2016 nao pode ser atribuido exclusivamente ao envelhecimento da populagdo, uma vez
que as taxas de prevaléncia global padronizadas por idade aumentaram em 21,7% (IC 95%
18,1-25,3) de 1990 a 2016, em comparagdo com um aumento de 74,3% (IC 95% 69,2—79,6)
nas taxas de prevaléncia brutas (Figura 1.4). As taxas de prevaléncia padronizadas por idade da
DP variaram mais de cinco vezes entre os paises, sendo as taxas mais elevadas geralmente
encontradas na América do Norte, ¢ as mais baixas no continente africano (Collaborators,

2018).

Figura 1.4 — Prevaléncia padronizada por idade da doenca de Parkinson por 100.000
habitantes por localizagdo para ambos os sexos, em 2016.
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Balkan Peninsula

No Brasil, a notificagdo da DP nao ¢ compulsoria, o que dificulta a obten¢do de dados
de prevaléncia (Barbosa et al., 2006), contudo, um estudo realizado em Minas Gerais estimou
que aproximadamente 3,3% dos idosos (acima de 60 anos) sofram da doenga no pais (Bovolenta
& Felicio, 2016). O levantamento de informacdes do DataSUS no ano de 2020, realizada por

Ferreira et al, (2022) mostrou que a prevaléncia da DP no Brasil varia entre 0,28 casos a cada
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100.000 habitantes (menos de 49 anos) até 2,97 casos a cada 100.000 habitantes (acima de 80
anos) (Ferreira et al.). Além disso, de acordo com Lampropoulos et al. (2022), em um
levantamento feito entre 1994 e 2019 a taxa anual de mortalidade relacionada a DP no Brasil
variou entre 0,01, em pessoas com menos de 40 anos de idade, até 117,85 em pessoas com mais
de 95 anos de idade (Lampropoulos et al., 2022). Baseada em dados do IBGE, Santos (2015)

estimou que até 2060 havera um aumento de 440% nos casos de DP no Brasil (Santos, 2015).

1.2.1 Sintomas da Doenca de Parkinson

A DP ¢ clinicamente definida pela presenca de bradicinecia € um ou mais de seus sinais
cardinais: tremor em repouso e rigidez (Postuma et al., 2015). Além destes, os pacientes podem
apresentar, conforme a progressao da doenga, marcha arrastada, dificuldade para falar e deglutir
(Parkinson, 2002). Os sintomas motores, relacionados a dificuldade de inicio do movimento,
sdo decorrentes da neurodegeneracdo dopaminérgica da via nigroestriatal, porém se tornam
aparentes somente quando cerca de 70% dos neurdnios que compdem esta via ja se degeneraram
(Postuma & Berg, 2016). Ja se sabe que os sintomas motores podem aparecer por volta de 10-
20 anos apo6s o inicio dos danos celulares caracteristicos da DP. Neste periodo, alguns sintomas
ndo motores podem ser observados e podem piorar com o avango da doenca e pelos tratamentos
anti-parkinsonianos (Chaudhuri et al., 2006; Postuma & Berg, 2016; Todorova et al., 2014). Os
pacientes frequentemente apresentam problemas neuropsiquiatricos (como depressao,
ansiedade e/ou comprometimento cognitivo), distiirbios do sono (insdnia, sindrome das pernas
inquietas, distarbios do sono REM), disfun¢des olfativas e autonomicas (disfun¢des da bexiga,
constipacdo, disautonomia cardiaca etc.), dor e fadiga (Breger & Fuzzati Armentero, 2019;
Kalia & Lang, 2015). Outros sintomas ndo motores, como a deméncia, surgem em estagios
mais avangados da DP (Chaudhuri et al., 2006; Postuma & Berg, 2016; Schapira et al., 2017)
(Figura 1.5).
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Figura 1.5 — Sintomas motores e ndo motores da doenca de Parkinson.
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Os sintomas nao motores associados a DP ndo estao diretamente relacionados aos
processos neurodegenerativos na SNpc e podem depender parcialmente da fungdo hipocampal
adequada (Gyorfi et al., 2017; Marxreiter et al., 2013). O comprometimento da memoria
declarativa ¢ um achado frequente em pacientes com DP (Carlesimo et al., 2012), assim como,
a atrofia do hipocampo (Bruck et al., 2004; Carlesimo et al., 2012; Churchyard & Lees, 1997,
Riekkinen et al., 1998). Ainda, as alteragdes neurologicas em pacientes com DP tém sido
associadas nao somente a degeneracao de células dopaminérgicas, mas também a outras
populagdes neuronais. A dopamina promove a sobrevivéncia de células recém-nascidas no GD
(Takamura et al., 2014) e a ativacdo do receptor de dopamina aumenta a proliferacdo e a
sobrevivéncia celular de neuronios recém gerados (Winner et al., 2009). Esses achados
implicam que o prejuizo na neurogénese hipocampal adulta pode estar envolvido nos sintomas
nao motores da DP.

Evidéncias de alteracdes hipocampais também sdo encontradas em modelos animais
para o estudo da DP. Por exemplo, os camundongos transgénicos A53T e A30P, exibem nado
apenas disfun¢ao motora, mas também comportamento tipo-depressivo e tipo-ansioso, 0s quais
podem estar relacionados a disfungdes nos terminais noradrenérgicos do GD hipocampal
causadas pela alfa-sinuclina (a-syn) (Farrell et al., 2014; Kim et al., 2014; Yavich et al., 2006).
Outro modelo para DP, o camundongo transgénico Thy1-aSyn, apresenta prejuizos na fungdo
hipocampal caracterizados por déficits de memoria e aprendizagem (Chesselet et al., 2012;

Ferreira et al., 2017; Ferreira et al.; Magen et al., 2012). Além disso, uma diminui¢ao
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significativa no nimero de células progenitoras neurais foi detectada na ZSG do GD de
camundongos transgénicos a-syn A53T (Crews et al., 2008) e LRRK2-G2019S (Winner et al.,
2011), bem como dendritogénese prejudicada de neuroblastos no GD (Kohl et al., 2016). Essa
redu¢do na neurogénese hipocampal também estd presente em modelos de DP induzidos por
toxinas (Singh et al., 2017; Sung, 2015).

O desempenho prejudicado do hipocampo também estd subjacente as comorbidades
psiquiatricas e a0 comprometimento cognitivo em pacientes com DP. Em estudos pds-morte
humanos de DP, foi observado o comprometimento da neurogénese adulta, com pacientes
apresentando atrofia do hipocampo (Bruck et al., 2004). Além disso, marcadores de proliferagao
celular e diferenciagdo neuronal hipocampal sdo reduzidos no cérebro de pacientes com DP
(Camicioli et al., 2003; Hoglinger et al., 2004; Laakso et al., 1996; Regensburger et al., 2014;
Riekkinen et al., 1998). Hoglinger et al (2004) demonstrou que o numero de células precursoras
neurais na zona subgranular é reduzido em cérebros pos-morte de individuos com DP
provavelmente em consequéncia da desenervacdo dopaminérgica (Hoglinger et al., 2004).
Terrero-Roncal et al (2021) estudaram amostras humanas pos-morte de pacientes com DP e
descobriram que as células granulares dentadas nascidas em adultos apresentaram
desenvolvimento morfoloégico anormal e alteragdes na expressdo de marcadores de
diferenciagdo (Terreros-Roncal et al., 2021). O estudo de Terreros-Roncal demonstrou que
pacientes com DP apresentaram aumento generalizado em diversas populagdes de células
neurogénicas (neuroblastos proliferativos positivos para HuC/HuD e células granulares
imaturas positivas para DCX), as quais exibiam prejuizos na maturagdo. Além disso, também
apresentaram expressao reduzida de NeuN e astrogliose do GD, o que indica alteracdo mais
grave na integridade do nicho neurogénico (Terreros-Roncal et al., 2021). O prejuizo no
processo de neurogénese do hipocampo nos modelos animais e em tecido pds-morte de
pacientes com DP ressaltam sua relevancia para as manifestagdes neuropsiquiatricas

observadas nesta doenga, sendo necessario detalhamento dessas alteragdes.

1.2.2 Neuropatologia da Doenca de Parkinson

A alteracdo morfologica encefalica caracteristica da DP aparece na se¢do transversal do
tronco cerebral com perda de areas pigmentadas escuras na SNpc e no locus coeruleus (Figura
1.6). Essa perda est4 correlacionada com a morte dos neurdnios dopaminérgicos na SNpc e
neurdnios noradrenérgicos no locus coeruleus. A morte dos neurdnios dopaminérgicos na via

nigroestriatal e a consequente reducao dos niveis de dopamina no estriado representam as bases
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neurobioldgicas para o aparecimento dos sintomas motores da DP, caracterizados por
bradicinesia, rigidez e tremor de repouso (Schapira et al., 2017). Além da morte neuronal, os
encéfalos de pacientes com DP apresentam também agregados proteicos, compostos em sua
maioria pelo acimulo da proteina a-syn, caracteristica do grupo de doencas conhecidas como
sinucleopatias. Estes agregados proteicos sdo chamados de corpos de Lewy (Parkinson, 2002;
Przedborski, 2017) e estdo presentes em diversas regioes encefalicas envolvidas no surgimento
dos sintomas nao motores da DP, que podem ocorrer antes do aparecimento dos sintomas

motores classicos (Chaudhuri et al., 2006; Schapira et al., 2017).

Figura 1.6 — Representagdo esquematica de uma se¢ao transversal do tronco cerebral com
perda de areas pigmentadas escuras na SNpc evidenciada a direita na DP.

Control

500 pum

Legenda: 3N, 3* fibras nervosas; CP, pedinculo cerebral; RN, nﬁéleo vermelho, PD, doenga de Parkinson. Fonte:
Poewe et al, 2017.

A o-syn é uma pequena proteina de 14,5 kDa e 140 aminoécidos, que ¢ dividida em trés
sub-regides: regido N-terminal, altamente conservada, contém 7, 11 repetigdes de residuos que
formam uma hélice apds a ligagdo a membrana, as seis mutagdes missense conhecidas que
causam DP familiar estdo dentro desta regido. Regido hidrofobica central (componente ndo AP
ou dominio NAC): associada a uma maior propensao da proteina em formar fibrilas. Cauda
acida: contém principalmente residuos carregados negativamente e amplamente desdobrados
(Wales et al., 2013). A funcao fisioldgica da a-syn, assim como sua estrutura nativa, nao ¢
totalmente compreendida, com inimeras fun¢des propostas (Emamzadeh, 2016). Uma das
principais func¢des da a-syn € o envolvimento da proteina na liberagcdo de neurotransmissores,
devido a sua localizagdo nos terminais pré-sindpticos e a sua propensado de se ligar a pequenas

membranas vesiculares esféricas (Bendor et al., 2013; Wales et al., 2013). Ha uma hipotese de



26

que a a-syn se liga as vesiculas sinapticas para modular o trafego vesicular dentro da sinapse
(Emamzadeh, 2016). A a-syn também esta presente no nicleo dos neurdénios, o que poderia
sugerir que ela desempenha fungdes celulares adicionais além da sinapse, como na regulacao
transcricional (Maroteaux et al., 1988; Pinho et al., 2019; Surguchov, 2015; Wales et al., 2013).

Estudos realizados por Braak demonstraram que as inclusdes de a-syn se espalham por
diferentes partes do encéfalo em uma ordem previsivel, sendo possivel distinguir 6 estagios de
progressao (Braak et al., 2003; Goedert et al., 2013). As inclusdes de a-syn ocorrem em
neurdnios colinérgicos € monoaminérgicos do tronco cerebral inferior em casos assintomaticos
(estagio I e estagio II de Braak), infiltram neur6nios semelhantes no mesencéfalo e no
prosencéfalo basal naqueles com sintomas motores da DP (estagio III e estagio IV de Braak), e
depois sdo encontrados posteriormente nas regides limbicas e neocorticais do cérebro com

progressao da doenca (estagio V e VI de Braak) (Figura 1.7).

Figura 1.7 - Progressdo da agregacao de a-sinucleina na DP.

Estagios Braak I e Il Estagios Braak lll e IV Estagios Braak V e VI

B | o Corpos de Lewy corticais

Severidade da patologia - @ Corpos de Lewy na substancia negra

Fonte: Adaptado de Poewe et al, 2017.

1.2.3 Tratamento da Doenca de Parkinson

Usualmente os pacientes com DP recebem um tratamento sintomadtico, focado na
melhora dos sinais e sintomas motores (tremor, rigidez, bradicinesia) e ndo motores (por
exemplo, constipagdo, cognicao, humor, sono) (Armstrong & Okun, 2020). O manejo dos
pacientes pode diferir dependendo da gravidade e duragdo da doenca (Zesiewicz, 2019).

A principal estratégia de tratamento para DP ¢ a reposi¢do de dopamina, sendo a
levodopa o medicamento mais eficaz disponivel para tratar os sintomas motores, porém em
alguns casos outros medicamentos, como por exemplo, inibidores da monoamina oxidase tipo

B (MAOBIs), amantadina, anticolinérgicos, B-bloqueadores ou agonistas da dopamina podem
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ser iniciados primeiro para evitar complicagdes motoras relacionadas a levodopa (Connolly &
Fox, 2014; Zesiewicz, 2019). Os sintomas ndo motores requerem abordagens ndo-
dopaminérgicas, como inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina para sintomas
psiquiatricos, inibidores da colinesterase para cognicao. A terapia de reabilitacao e os exercicios
complementam os tratamentos farmacologicos. Individuos que apresentam complicagoes,
como piora dos sintomas e comprometimento funcional como tremor resistente a medicagdo e
discinesias, se beneficiam de tratamentos avangados, como terapia com suspensdo enteral de
levodopa-carbidopa ou estimulagdo cerebral profunda (Armstrong & Okun, 2020).

Entretanto essas intervencdes terapéuticas disponiveis ndo tem o poder de prevenir ou
parar a progressdo da DP, sendo entdo necessaria, a busca de novos abordagens para o
tratamento. O conhecimento dos efeitos da DP em outras regides e fun¢des do encéfalo, além
dos nucleos da base, como ja ¢ bastante estudado, tem o potencial de criacdo de diferentes
intervengdes que possam trazer mais qualidade de vida para os pacientes. Os efeitos
neurotdxicos da a-syn sugerem que pode haver um prejuizo neurogénese adulta, podendo ser
considerada um alvo para a prevencao da perda celular e restauracdo das funcdes neuroldgicas.
Assim, a estimulagdo da neurogénese enddgena ou terapia de substituicdo celular com
neurdnios diferenciados derivados de células-tronco levanta novas esperancas para o
desenvolvimento de tecnologias eficazes e seguras para o tratamento da neurodegeneracao da

DP (Salmina et al., 2021).

1.3 DOENCA DE HUNTINGTON

A definicdo classica da DH, descrita por George Huntington em seu ensaio “On
Chorea” de 1872, ¢ uma doenca do sistema nervoso com coreia hereditaria de inicio na idade
adulta (Huntington, 1872). De acordo com o grupo de pesquisa colaborativa da Doenga de
Huntington, a DH ¢ a doenga neurodegenerativa autossomica dominante mais comum causada
por uma repeticdo de citosina-adenina-guanina (CAG) expandida e instdvel no gene da
huntingtina (HTT) (GROUP, 1993). Esse gene codifica a proteina huntingtina (htt) com um
trecho de poliglutamina (polyQ) localizado no terminal N e resulta em disfun¢do motora,
déficits cognitivos e disturbios psiquiatricos (MacDonald et al., 1993).

O inicio da DH na idade adulta significa que, na maioria das vezes, os sintomas
geralmente se tornam perceptiveis na meia-idade, entre 30 e 55 anos. No entanto, podem
comecar entre 1 e 80 anos, dependendo de fatores genéticos e ambientais. O comprimento de

repeticao do trinucleotideo CAG ¢ o principal preditor da gravidade da doenga e influencia a
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variabilidade na idade de inicio da DH (Wexler et al., 2004). Quando o comprimento da
repeticdo CAG, no exon 1 do gene HTT (também chamado de gene IT15) localizado no
cromossomo 4p16.3, esta acima do valor critico de 39, a doenga certamente se desenvolvera. A
penetrancia reduzida ¢ observada em individuos com 36 a 39 repeticoes no gene HTT (Figura
1.8). O alelo esté associado a doenga, consequentemente, quanto maior o numero de repetigdes,
mais cedo os sintomas se iniciam (Langbehn et al., 2004). Além disso, a expansdo das
repeticdes ¢ instavel, resultando em alongamento € um inicio mais precoce em geragdes
sucessivas (Schols et al., 2004). O comprimento da expansao ¢ responsavel por 50 a 70% da
variancia na idade de inicio, que também ¢ condicionada por outros fatores genéticos ou

ambientais (Langbehn et al., 2004).

Figura 1.8 — Proteina huntingtina mutada.

Descricdo _Range de Risco de Risco de DH
repeticac de
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normal 27-35 Sem DH Possivel
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Oy AO000— anci
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Cromossomo 4

Fonte: Adaptado de (Gatto et al., 2020).

Apesar de ser uma doenca rara, a DH ¢ a mais comum das doencas autossomicas
dominantes do adulto (Walker, 2007). As estimativas da prevaléncia da DH sugerem uma
diferenca de mais de dez vezes entre as regides do mundo (Rawlins et al., 2016). Em geral a
prevaléncia ¢ estavel, afetando 4 a 10 pessoas por 100.000 habitantes (Medina et al., 2022). As
excepcdes existem nas populagdes onde se verifica o efeito fundador, como na Tasmania e na
Venezuela, na regido do Lago Maracaibo (Avila-Giron, 1973). Nesses casos a prevaléncia
chega a cerca de 12 por 100.000 habitantes na Tasmania e de 700 por 100.000 habitantes na
Venezuela (Pridmore, 1990). A incidéncia da DH também varia entre as diferentes racas, de
acordo com Rawlins (2016), taxas mais baixas foram encontradas em asiaticos ¢ as mais altas
entre os caucasianos (Rawlins et al., 2016). Entre os negros as taxas de prevaléncia sdo muito
baixas variando entre 0,5 a cada 100.000 habitantes na Africa do Sul (Hayden et al., 1980) ¢
1,84 por 100.000 habitantes no Zimbabue (Scrimgeour & Pfumojena, 1992) Na América do
Norte, Folstein e colaboradores (1987) relataram prevaléncia entre negros de 6,37 por 100.000

e em brancos de 4,79 por 100.000 (Folstein et al., 1987). No Brasil, segundo a Associa¢ao
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Brasil Huntington (ABH), ainda ndo existem estatisticas oficiais, mas estimativas indicam que
o numero de pessoas portadoras do gene da DH varie entre 13 e 19 mil. De acordo com Castilhos
e colaboradores (2019), a prevaléncia minima de DH no estado do Rio Grande do Sul foi
estimada em 1,85 por 100.000 habitantes (Castilhos et al., 2019). Por outro lado, um estudo de
um aglomerado geografico da DH em um municipio da Zona da Mata Brasileira, em Minas
Gerais, encontrou uma taxa de prevaléncia minima de 7,2 por 10.000 pessoas (Agostinho et al.,
2015). Contudo esses dados ndo representam a prevaléncia geral da doenga no Brasil,

certamente uma pesquisa ampliada no pais levara a uma estimativa de prevaléncia diferente.

1.3.1 Sintomas da Doenca de Huntington

Uma triade de sintomas ¢ apresentada na DH: déficits cognitivos, disturbios
psiquiatricos e disfungdes motoras. Além dos sintomas relativos ao SNC, disturbios periféricos
também estdo presentes. Devido a heterogeneidade fenotipica clinica da DH, a idade em que os
sintomas motores aparecem ¢ considerada a idade de "inicio da doenga" e divide o curso da DH
em periodos pré-manifesto ou pré-motor e manifesto (Ross et al., 2014). Isso significa que, na
pratica clinica, os pacientes, na maioria dos casos, sdo diagnosticados com DH somente quando
a coreia esta presente e os sinais motores sao proeminentes (Marshall et al., 2007) (Figura 1.9).

As alteracdes motoras, associadas a perda de coordenagdo dos movimentos
voluntarios, progridem lentamente. Os movimentos involuntarios dos miisculos (especialmente
os membros superiores, inferiores e faciais) tornam-se mais graves, o tremor, a distonia, assim
como a falta de coordena¢do motora e a lentidao para iniciar os movimentos evoluem de
hipercinesia para hipocinesia e os pacientes perdem gradualmente a habilidade de movimentos
de fala e degluticao em estagios mais avancados da doenga (Ross & Tabrizi, 2011; Van Dellen
et al., 2005). No entanto, a fase pré-motora, com aparecimento de sintomas comportamentais
pode preceder a coreia em até 10 anos (Marshall et al., 2007).

As manifestacdes psiquidtricas sdo muito frequentes, entre 33 e 76% dos casos.
Depressao e apatia sdo comuns, assim como ansiedade e irritabilidade, que sdo sintomas dos
estagios iniciais e permanecem durante todo o curso da doenga. O risco de suicidio aumenta
nas fases iniciais da doenca e em pacientes assintomaticos (van Duijn et al., 2014). Depressao,
isolamento, comprometimento cognitivo inicial e idade jovem parecem funcionar como fatores
de risco para o suicidio (Orth et al., 2011). Segundo Farrer (1986), o suicidio na DH ¢ cinco
vezes mais frequente do que na populacdo em geral, e estima-se que, ao longo da doenca, mais

de 25% dos afetados tenham comportamentos suicidas (Farrer, 1986; Paoli et al., 2017).
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Agressdo, desinibicdo, impulsividade, disturbios sexuais, psicose, sintomas obsessivos e
compulsivos também podem ser observados na fase pré-motora (Paoli et al., 2017).

Diversos estudos clinicos indicam uma série de prejuizos cognitivos que
comprometem a funcao executiva, a atencdo, a memoria episddica, a memoria de trabalho, a
aprendizagem e fungdes perceptivo-sensoriais na DH (Papoutsi et al., 2014). O distarbio
cognitivo pode ser visto muitos anos antes do inicio dos sintomas motores € segue um padrao
subcortical caracterizado por dificuldade do reconhecimento de emocao, de velocidade de
processamento, de fungdo visuoespacial e executiva (McColgan & Tabrizi, 2018; Papoutsi et
al., 2014; Stout et al., 2011).

Evidéncias emergentes sugerem que a patogénese periférica também ocorre na DH em
orgaos, incluindo coragdo, musculo esquelético, tiredide, figado e trato digestivo. A perda de
peso ¢ frequentemente observada em individuos afetados, comegando de forma pré-sintoméatica

e sendo mantida durante os estagios sintomaticos da doenga (Jiang et al., 2023).

Figura 1.9 — Ciclo de vida na doenca de Huntington.
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Legenda: Esta figura descreve a evolugdo sequencial dos acontecimentos e a natureza recorrente da doenca de
Huntington na perspectiva de uma crianga nascida de um progenitor afetado. A linha do tempo dos eventos
familiares mostra eventos que podem ocorrer em sequéncias diferentes para individuos diferentes;
independentemente do momento, tais eventos podem ter implica¢des clinicamente significativas. Fonte:
Adaptado de Walker 2007.
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1.3.2 Neuropatologia da Doenca de Huntington

A proteina htt ¢ expressa em todo o corpo, fazendo vdrias interagdes, porém suas
fungdes nao sao totalmente definidas (Saudou & Humbert, 2016). Sabe-se que a htt ¢ essencial
durante o desenvolvimento, além disso, ela estimula a transcri¢do do gene do fator neurotrofico
derivado do cérebro (BDNF, sigla em inglés para Brain-Derived Neurotrophic Factor) através
da inibicdo de um elemento silenciador (elemento repressor 1, também conhecido como
elemento silenciador restritivo de neurénios, NRSE) localizado no promotor do gene BDNF.
Através de um mecanismo semelhante, a htt controla a transcri¢do de muitos outros genes
neuronais que transportam um RE1/NRSE nos seus promotores. A htt de tipo selvagem também
regula o trafego axonal rapido, o transporte de vesiculas (incluindo o transporte de BDNF) e a
transmissao sinaptica e por isso tem um papel crucial na fungdo cerebral normal (Cattaneo et
al., 2005). Sendo assim, a falta da htt por si s6 levaria a perda de fung¢des. No entanto, a DH nao
¢ causada por uma simples perda de fun¢do do gene da HTT (Cattaneo et al., 2005) e sim por
um ganho de fun¢do toxica da proteina htt mutante (mhtt) que ocorre devido a uma expansao
polyQ que forma uma conformag¢do anormal (Poirier et al., 2005; Ross & Tabrizi, 2011). A
mhtt € mais suscetivel a protedlise, em relacdo a proteina htt do tipo selvagem e seu truncamento
¢ conhecido por promover a geracdo e agregacao de fragmentos N-terminais (Lunkes &
Mandel, 1998; Walker, 2007; Wellington et al., 2000). Estudos em tecidos pds-morte de
individuos com a DH revelam atrofia disseminada do caudado e putamen com uma perda neural
ocorrendo ao longo de um gradiente caudo-rostral, dorso-ventral e médio-lateral, também
afetando o globo GP e o nlcleo accumbens em menor extensao (Vonsattel & DiFiglia, 1998)
(Figura 1.10). O estriado ¢ suscetivel aos efeitos de mhtt, particularmente, os neurdnios
espinhosos médios GABAérgico (MSNs, do inglés medium spiny neurons), que se projetam
para o GP e SN (McColgan & Tabrizi, 2018; Radulescu, 2017). Isso leva a um aumento
significativo do volume ventricular lateral. Além disso, no decorrer da DH outras regides
cerebrais também sdo afetadas, como hipocampo, amigdala, tdlamo e tronco cerebral (Halliday

et al., 1998; Petrella et al., 2018; Rosas et al., 2003).
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Figura 1.10 — Neuropatologia da doenga de Huntington.

Controle Doenc¢a de Huntington

Legenda: Atrofia na doenga prodromica de Huntington mostrada por ressonancia magnética. Atrofia bilateral do
caudado e do putdmen e um aumento concomitante no tamanho do ventriculo lateral sdo observados no portador
do gene em comparag@o com o controle. Este paciente prodromico apresenta apenas sinais e sintomas sutis que
sdo insuficientes para diagnosticar a DH. Ha também altera¢Ges sutis na substancia cinzenta cortical e atrofia
geral da substancia branca subcortical. Fonte: Adaptado de (Bates et al., 2015).

Embora os neuronios tenham sido as principais células estudadas, os astrocitos
também contribuem para o processo patologico da DH (Khakh et al., 2017). Os astrocitos sao
células responsivas a insultos no SNC, um processo que ¢ conhecido como astrogliose
(Sofroniew, 2015). Nesse processo, alteracdes podem ser observadas no astrécito e incluem
aumento na proliferacgdo, alteragdes morfologicas (ex.: tamanho do citosol), expressao genética
diferenciada (ex.: aumento da expressao de GFAP) e, consequentemente, alteracdes funcionais
(Sofroniew 2015). A astrogliose foi observada em varios modelos animais da DH e também em
humanos com esta condi¢do (Wilton & Stevens, 2020). A resposta astrocitaria que ocorre na
astrogliose ¢ associada a fungdes benéficas essenciais, no entanto, em circunstancias especificas
pode levar a efeitos nocivos que podem contribuir para distirbios no SNC, um processo
chamado de astrocitopatia (Sofroniew, 2015). O papel da astrogliose na progressao da DH nao
¢ bem compreendido. No entanto, algumas evidéncias apontam que nesta condi¢cdo ha um
desequilibrio de fungdes neuroprotetoras e neurotoxicas, favorecendo a neurotoxicidade
(Palpagama et al., 2019). Os astrocitos apresentam algumas caracteristicas especificas nesta
condi¢do. Assim, como em neuronios, a mHtt também ¢ expressa e agregada em astrocitos.
Além disso, estudos sugerem que existe uma regulacdo negativa dos transportadores de

glutamato GLT-1, um transportador expresso na membrana dos astrocitos que captura e
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internaliza o glutamato presente na fenda sinaptica. O resultado dessa regulacdo negativa ¢é
absorcao prejudicada de glutamato e excitotoxicidade, o que pode contribuir para o fendtipo
observado (Palpagama et al. 2019). Diante de varias caracteristicas alteradas nos astrocitos na
DH, verifica-se que estes podem ser o alvo de novas terapias. Ao menos em modelos animais
para DH, o transplante de astrécitos ja se mostrou benéfico (Khakh et al., 2017; Wilton &
Stevens, 2020).

Muito da pesquisa em Huntington tem focado na degeneracdo estriatal que esta
relacionada ao componente motor da DH. Enquanto outras regides encefalicas tém recebido
menos atencgdo, pacientes com a DH apresentam perda celular em regides ndo estriatais,
incluindo o hipocampo (DiFiglia et al., 1997; Halliday et al., 1998; Rosas et al., 2003; Spargo
et al., 1993). Estudos pré-clinicos tém relatado alteragdes na plasticidade hipocampal em
diferentes modelos da DH (Nithianantharajah et al., 2008; Zuccato et al., 2010) e essas
alteracdes sdo acompanhadas por comprometimento na performance cognitiva (Ciamei &
Morton, 2008) e no desenvolvimento do fendtipo depressivo (Placido et al., 2023). Além disso,
uma redu¢do na neurogénese hipocampal estd presente muito antes do aparecimento dos
sintomas motores em diferentes modelos transgénicos da DH (da Fonséca et al., 2018; Lazic et
al., 2004; Simpson et al., 2011). Esta redu¢ao parece ter um impacto funcional uma vez que a
recuperagdo dos déficits neurogénicos com inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina
como a fluoxetina (Grote et al., 2005) e a sertralina (Peng et al., 2008) resultou numa melhoria
do fendtipo caracteristico de varios modelos transgénicos da DH, nomeadamente das linhas
R6/1, R6/2, e N171-82Q (de Paula Nascimento-Castro et al., 2018; W. Duan et al., 2008; Grote
et al., 2005; Peng et al., 2008).

1.3.3 Tratamento da DH

Infelizmente, at¢ o momento, nenhuma cura eficaz foi elucidada para lidar com as
causas da DH, embora tenham sido descobertas algumas estratégias que visam reduzir a
manifestagdo da doenca nos pacientes acometidos (Eje et al., 2023). O tratamento da DH ¢
composto por trés categorias principais de medicamentos para controlar sintomas como
depressao e ansiedade, suplementos alimentares para manter o peso € um estilo de vida saudavel
e terapias incluindo fisica, cognitiva e ocupacional para manter o movimento fisico e a fala no
nivel certo, porém este tratamento ndo se concentra na causa da doenca (Qureshi et al., 2022).
A tetrabenazina (TBZ) € o primeiro medicamento aprovado pela Food and Drug Administration

(FDA) para a DH, além disso a deutetrabenazina também ja € aprovada pela FDA. O TBZ e a
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deutetrabenazina tem como alvo a via dopaminérgica através da inibi¢ao do transportador
vesicular de monoamina (inibidor VMAT?2), resultando na diminuicao da biodisponibilidade
da dopamina nas sinapses € na redu¢ao da sinalizagao da dopamina. Eles sdo bastante eficazes
na redu¢ao dos movimentos espasmoddicos e involuntarios com possiveis efeitos colaterais,
como tontura, insonia e inquietagdo (Kim et al., 2021). No entanto, muitos outros medicamentos
aprovados para outros sintomas (depressao, psicose, DP, DA) foram testados e sdo usados para
a DH. Esse uso ¢ chamado de prescricdo off-label. Tranquilizantes como clonazepam
(Klonopin) e drogas antipsicoticas como haloperidol e clozapina podem ajudar a controlar
movimentos, explosdes violentas e alucina¢des. Embora esses medicamentos possam ser uteis,
um efeito colateral comum ¢ a sedagdo e, em alguns casos, esses medicamentos podem causar
rigidez. Vérios medicamentos, incluindo fluoxetina, sertralina e nortriptilina, podem ajudar a
controlar a depressdo e os rituais obsessivo-compulsivos que algumas pessoas com doenga de
Huntington desenvolvem. Medicamentos como o litio podem ajudar a controlar emogdes
extremas ¢ mudancgas de humor. Os efeitos colaterais de muitos dos medicamentos usados para
tratar os sintomas da DH podem incluir hiperexcitabilidade, fadiga e inquietacdo. A terapia
fonoaudiologica pode ajudar a amenizar problemas com degluticdo, o prejuizo da fala e a
dificuldade em expressar pensamentos complexos. Os pacientes de fisioterapia e terapia
ocupacional encontram dificuldades para caminhar e se mover, a fisioterapia pode ajudar a
manter os musculos funcionais e mais fortes. A terapia ocupacional pode auxiliar o paciente na
alimentagdo, vestudrio e higiene pessoal. Nao hé cura para a DH, mas os medicamentos acima
mencionados, juntamente com os cuidados de suporte, podem aliviar muitos sintomas da DH e
ajudar os pacientes a levar uma vida o mais normal possivel. Suplementos alimentares de alto
teor caldrico pode ajudar a manter o peso e problemas comportamentais (Qureshi et al., 2022).

Com o objetivo de encontrar uma cura para a DH algumas pesquisas focam na
compreensdo dos mecanismos moleculares causadas pela mutagdo do gene HTT e sdo altamente
promissoras (Palaiogeorgou et al., 2023). Uma nova analise de dados de ensaios clinicos indica
que a terapia com pridopidina pode retardar o declinio da capacidade funcional total em pessoas
com DH. A pridopidina aumenta a disponibilidade do BDNF corticoestriatal por meio da
ativacdo do S1R, levando a efeitos neuroprotetores (Lenoir et al., 2022). Estratégias de
modifica¢dao da doenga desenvolvidas para reduzir a expressao de Htt estdo sendo investigadas
como um tratamento potencial para a DH (Kanazawa, 2006). Algumas abordagens incluem o
uso de interferéncia do acido ribonucleico (RNAI1) para silenciamento de genes, CRISPR-Cas9
(Conjunto de Repeti¢des Palindromicas Curtas Regularmente Espagadas em Associacdo com a

nuclease Cas9, do inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) para
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tesoura molecular, oligonucleotideo anti-sentido (ASO, do inglés antisense oligonucleotides)
também conhecidas como terapias de reducdo visando a mensagem genética da huntingtina, o
mRNA. Ainda em estudos a droga AMT-130 transporta um micro-ARN artificial
especificamente concebido para silenciar o gene da huntingtina. O direcionamento adicional
para o “RNA”, que ¢ um intermedidrio entre a informagdo no gene da DH e a proteina
huntingtina, deu resultados promissores (Tabrizi et al., 2018).

No entanto, os tratamentos atuais para HD ainda sao limitados. As terapias aplicadas
centram-se no tratamento dos sintomas, uma vez que ainda nao estdo disponiveis terapias
neuroprotetoras para prevenir o aparecimento da doenca e atenuar a progressdo da mesma

(Palaiogeorgou et al., 2023).

1.4 NEUROPLASTICIDADE NAS DOENCAS DE PARKINSON E DE HUNTINGTON

O termo plasticidade foi definido em 1890 por Willian James como a “posse de uma
estrutura fraca o suficiente para ceder a uma influéncia, mas, forte o suficiente para nao ceder
de uma vez” (James, 1890). A neuroplasticidade pode ser conceituada como alteragdes
funcionais e estruturais no sistema nervoso permitindo adaptacdo ao meio ambiente,
aprendizagem, memoria, bem como reabilitagdo apos lesdo cerebral (James, 1890; Spolidoro et
al., 2009). A neuroplasticidade ocorre tanto no desenvolvimento, quanto na vida adulta, de trés
formas diferentes: funcional, ocorrendo mediante alteragdes na fisiologia neuronal e sinaptica;
morfoldgica ou estrutural, implicando em alteragdes nos axonios, dendritos e nas sinapses; €
comportamental, através de mudangas relacionadas com os fendmenos de aprendizagem e
memoria (Lent, 2015). As mudancas comportamentais refletem diretamente o funcionamento
neural e sdo o produto das mudangas funcionais e morfoldgicas (Lent, 2010).

A plasticidade funcional ou sinaptica ocorre em neurdnios hipocampais maduros sob a
forma de fortalecimento, enfraquecimento e/ou remodelamento das sinapses existentes. A
estimulacdo elétrica de alta frequéncia em um neurdnio pré-siniptico hipocampal durante
alguns segundos produz um aumento na magnitude da resposta pos-sindptica do neurdnio
estimulado. Esse fendmeno ¢ conhecido como potencia¢cdo de longa duragdo (LTP, do inglés,
long-term potentiation) (Bliss & Lomo, 1973). A LTP corresponde a um processo de facilitagcdo
do sistema nervoso, cujo estabelecimento depende da duracdo e da frequéncia do estimulo
repetitivo, ou numa analogia, depende do ‘treinamento’, portanto de um processo de
‘aprendizagem’. Outro tipo de plasticidade sindptica ¢ a depressdo de longa duragdo (LTD, do

inglés, long-term depression), considerado um modelo de ‘esquecimento’ por reduzir a
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capacidade de um conjunto de sinapses de provocar uma resposta (Bruel-Jungerman et al.,
2007; Castro et al., 2017; Fuchs & Fliigge, 2014).

A plasticidade morfologica ou estrutural pode ocorrer ao longo da vida adulta.
Alteragdes morfologicas, em nimero ¢ volume, podem ocorrer nas sinapses, nos espinhos
dendriticos e nas proprias células neurais (Fuchs & Fliigge, 2014). Regides selecionadas do
encéfalo dos mamiferos mantém a capacidade de gerar novos neurdnios ao longo da vida, um
processo denominado neurogénese adulta. Essas regides incluem a zona subventricular (ZSV)
dos ventriculos laterais e a zona subgranular (ZSG) do giro denteado (GD) hipocampal (Gage,
2002).

O estudo da neurogénese hipocampal adulta é relevante para muitas mudangas
relacionadas a idade que afetam o hipocampo, seja no envelhecimento cognitivo normal, nas
doencas neurodegenerativas e nas tentativas de melhorar as habilidades cognitivas. As células-
tronco neurais adultas foram propostas como uma fonte endogena de células saudaveis ou para
o tratamento de doengas neurodegenerativas (Gil-Mohapel et al., 2010; Lie et al., 2004;
Mohapel & Brundin, 2004). Ao longo da vida, a neurogénese adulta contribui para a reserva
neural, que € o potencial para a plasticidade estrutural que permite a compensacgdo em face do
declinio cognitivo relacionado a idade ou a doenca (Klempin & Kempermann, 2007). O
processo de neurogénese adulta parece vital para algumas formas de funcionamento cognitivo
normal, como aprendizagem espacial e memoria, e estudos recentes demonstraram que a
neurogénese ¢ interrompida em uma série de distirbios neurodegenerativos que incluem: a
doenca de Alzheimer (DA) (Jin et al., 2004; Li et al., 2008); a DP (Crews et al., 2008; Hoglinger
et al., 2004); e a DH (Curtis et al., 2003; Gil et al., 2004; Lazic et al., 2004; Lazic et al., 2006;
Terreros-Roncal et al., 2021). Alteracdes na estrutura e fungdo do hipocampo sdo subjacentes
ao declinio cognitivo e aos sintomas psiquiatricos observados em pacientes com varias doengas
neurodegenerativas (Terreros-Roncal et al., 2021). Portanto, uma melhor compreensdo dos
mecanismos que regem a neuroplasticidade e como ela ¢ afetada por doengas

neurodegenerativas ajudaria a melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

1.4.1 Neurogénese Hipocampal Adulta

A neurogénese € o processo de geracdo de novos neurdnios a partir de células tronco
neurais ou de células progenitoras. Na ZSG do GD do hipocampo, células progenitoras em
divisdo dao origem a células-filhas que se diferenciam, migram e formam novos neurdnios

granulares que se integram funcionalmente a citoarquitetura existente (van Praag et al., 2005),
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estendendo as projecdes axonais para a regiao CA3 do hipocampo (Cameron & McKay, 1998)
e projecdes dendriticas em dire¢do a camada molecular (Kempermann et al., 2004). A maioria
das células no SNC sao geradas durante o periodo embriondrio e no periodo pds-natal precoce.
De acordo com os preceitos de Ramon Y Cajal (1914) acreditava-se que o SNC adulto nao
poderia gerar novos neurdnios, pois seria algo fixo, sem capacidade de regeneragdo (Ramon y
Cajal, 1914). Contudo, desde a década de 60 estudos ja demonstravam que esse processo pode
ocorrer em roedores adultos (Altman, 1962; Altman & Das, 1965). A dtvida se esse fenomeno
poderia ocorrer também em humanos permaneceu até 1998, quando o estudo de Eriksson et al
(1998) demonstrou a ocorréncia de neurdnios formados na idade adulta. Utilizando tecido
humano pds-morte, Eriksson e colaboradores observaram neuronios adultos marcados com
BrDU, que havia sido aplicado nos individuos ainda vivos para avaliar um quadro de carcinoma.
O BrDU, um analogo da timidina, ¢ capaz de entrar no DNA durante a fase S de divisdo celular.
Assim, as células que estavam em divisdo durante o periodo de aplicacio do BrDU
incorporaram essa molécula no DNA e puderam ser vistas através de imuno-histoquimica
(Eriksson et al., 1998). A deteccdo de um neurdnio positivo para BrdU indica, portanto, que o
neurdnio se originou de uma célula que sofreu divisdo exatamente quando o BrdU foi aplicado,
uma vez que o BrdU tem uma meia-vida biologica curta.

A metodologia utilizada por Eriksson, de aplicacdo de BrDU nao pode ser mais utilizada
em humanos, devido a comprovada toxicidade desse composto. No entanto, varios estudos
posteriores utilizando marcadores endégenos confirmaram a existéncia de neurogénese adulta
em humanos (Boekhoorn et al., 2006; S. Cipriani et al., 2018; Curtis et al., 2003; Dennis et al.,
2016; Ernst et al., 2014; Flor-Garcia et al., 2020; Huttner et al., 2014; Moreno-Jimenez et al.,
2021; Tobin et al., 2019).

A neurogénese adulta ¢ um processo altamente regulado e complexo, com estagios de
desenvolvimento distintos que podem ser estudados individualmente (Gage, 2019). A
sequéncia de etapas da neurogénese adulta consiste basicamente na proliferacao das células-
tronco, especificacao do destino dos progenitores neurais para a diferenciacdo em neuroblastos
e posterior maturacdo, organizagdo dos axonios e dendritos, formag¢ao de sinapses funcionais,
e sobrevivéncia seletiva de neuronios novos (X. Duan et al., 2008; Ge et al., 2008). As células
tipo glia radial (células do tipo 1) sdo encontradas no nicho de células tronco e podem dar
origem as células que irdo manter a taxa celular de autorrenovacgdo (células tipo 2a) e a
progenitores intermedidrios (células do tipo 2b) que apresentam capacidade de proliferacao.
Ocorre entdo uma transi¢ao da fase mitotica para a fase pds-mitotica, onde essas células do tipo

2b passam pelo estagio de diferenciacdo, onde podem dar origem a neuroblastos (células do
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tipo 3), que subsequentemente dardo origem a neurdnios maduros finalizando o estagio de
maturacgdo (Figura 1.11) (Gongalves et al., 2016; Kempermann et al., 2015).

As células geradas na ZSG do GD da formagao hipocampal tem sua posi¢ao final na
camada granular do GD (Garcia-Verdugo et al., 2002). Em cada fase, as células expressam
diferentes proteinas, que podem ser rastreadas, através da utilizagdo de técnicas laboratoriais
especificas (von Bohlen Und Halbach, 2007). As células do tipo 1 sdo um grupo de células-
tronco neurais semelhantes a glia radial com morfologia distinta, que expressam proteina acida
fibrilar glial marcadora astrocitica (GFAP, do inglés glial fibrilar acid protein), nestina e SOX2
(Zhang & Jiao, 2015). As células do tipo 2b que estdo em constante processo mitdtico
expressam em seu nucleo a proteina Ki-67, que ¢ expresso em todas as fases do ciclo celular
(G1, S, G2 e M) exceto a fase de repouso e no inicio da fase G1, por causa de sua meia-vida
curta de cerca de 1 hora, raramente ¢ detectavel em células na fase GO. (Kee et al., 2002;
Zacchetti et al., 2003). Outra proteina expressa durante a divisdo celular ¢ o antigeno nuclear
de proliferagcdo celular (PCNA) que ¢ uma proteina auxiliar da DNA polimerase, expressa
durante a divisdo celular principalmente nas fases G1 e S e estd diminuido na fase G2 (Galand
& Degraef, 1989; Kurki et al., 1986). Em seguida, no estagio de diferenciagdo, a célula adquire
um fendtipo neuronal, se tornando um neuroblasto. Neste estdgio ocorre também o o processo
de migracao e arborizagdo dendritica, onde estas células expressam a proteina associada aos
microtibulos doublecortina (DCX), uma fosfoproteina que controla os processos de
polimerizacdo e estabilizacdo do citoesqueleto, desempenhando um papel chave no
posicionamento final dos neuronios novos (Figura 1.11) (Boseret et al., 2007; Burgess &
Reiner, 2000; Cai et al., 2009). No estagio final da neurogénese os novos neurdnios devem
encontrar seu lugar no circuito do hipocampo, formando suas conexdes com a rede local de
interneuronios e se tornando funcional. Nesse estagio essas novas células neuronais expressam

proteinas como NeuN, MAP2 e calbindina (Kempermann et al., 2004).
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Figura 1.11 — Diagrama esquematico mostrando as principais etapas da neurogénese do
hipocampo adulto.
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Legenda: Na parte inferior esta demonstrada a expressao de marcadores especificos de cada estagio. A expressdo
de Nestin, SRY-box 2 (Sox2), Vimentina, caixa pareada 6 (Pax6), fator de transcrigdo BHLH da familia
Achaete-Scute 1 (Ascll), proteina de ligagdo lipidica cerebral (BLBP), fosfo-histona 3 (PH3) , proteinas

neuronais humanas C e D (HuC/D), proteina de manuten¢do do minicromossomo 2 (MCM2), neurogenina 2
(Ngn2), proteina cerebral T-box 2 (Tbr2), Ki67, antigeno nuclear de células em proliferagdo (PCNA),
doblecortina (DCX), diferenciagdo neurogénica 1 (NeuroD1), tubulina B-II1, calretinina (CR), molécula de

adesdo de células neurais de acido polisialico (PSA-NCAM), prospero homeobox 1 (Prox1), proteina cerebral T-

box 1 (Tbrl), transformada apds divisdo/ulip/CRMP-4 (TUC-4), calbindina (CB), nicleos neuronais (NeuN), tau

de trés repetigdes (3RTau) e proteina 2 associada a microtubulos (MAP-2) sdo mostrados. DGC, célula granular
dentada; CG, camada granular; CPI, células progenitoras intermediarias; ZSG, zona subgranular. Fonte:
Adaptado de Terreros-Roncal et al., 2023.

1.4.2 Regulacao da Neurogénese Hipocampal Adulta

Uma caracteristica da neurogénese hipocampal adulta é que o processo ¢ regulado por
fatores como o ambiente e o estado emocional ou fisiologico de um individuo. Em outras
palavras, os neuronios recém-gerados em adultos podem, teoricamente, ser produzidos sob
demanda em resposta a sinais ambientais, o que poderia proporcionar um grau de plasticidade
na reorganizacdo de circuitos hipocampais dependentes da neurogénese em adultos. A
regulacdo da neurogénese pode ocorrer de maneira enddgena, através de moléculas como
neurotrofinas, por exemplo, o fator BDNF, sigla em inglé€s para Brain-Derived Neurotrophic
Factor), fatores de crescimento como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e o

fator de crescimento de fibroblastos-2 (FGF-2), bem como a influéncia de hormonios e citocinas
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(Kang & Hébert, 2015; Wang et al., 2015; Zhao et al., 2008). Além disso, diversos estimulos
externos ja foram documentados como promotores da neurogénese, incluindo medicamentos
antidepressivos (Malberg et al., 2000), a pratica de exercicios fisicos (Tharmaratnam et al.,
2017) e a exposi¢ao a um ambiente enriquecido (AE) (Kempermann, Brandon, et al., 1998; van
Praag et al., 1999, 2000).

A exposi¢do ao AE, que por exemplo em animais, inclui uma area maior de gaiola,
objetos novos e rodas para exercicios, tem mostrado aumentar significativamente o nimero de
neurdnios recém-gerados em adultos e o volume da camada de células granulares, melhorando
também a velocidade de aprendizado espacial em roedores (Kempermann et al., 1997). Além
disso, o ato de correr voluntariamente aumentou seletivamente a proliferacdo de novos
neurdnios em camundongos adultos (van Praag et al., 1999), enquanto o enriquecimento
ambiental promoveu a sobrevivéncia dos neurdnios recém-gerados em camundongos adultos
(Kempermann, Brandon, et al., 1998; Kempermann et al., 2002). Esses processos sao mediados
por varios tipos de sinalizacdo (Alvarez et al., 2016; Bergami et al., 2015; Ge et al., 2007;
Tashiro et al., 2006). A estimulagcdo glutamatérgica, através de receptores NMDA, ¢ crucial
para a sobrevivéncia de neurdnios imaturos (Tashiro et al., 2006), e os neurdnios sobreviventes
sdo funcionalmente integrados aos circuitos existentes dentro de 1 més (Jessberger &
Kempermann, 2003). E importante notar que os efeitos do AE na sobrevivéncia e integragdo de
neurdnios recém-gerados em adultos se limitam as trés primeiras semanas apds 0 nascimento
dos neurdnios (Tashiro et al., 2007).

Outros sistemas de neurotransmissores também regulam a neurogénese adulta. Por
exemplo, a serotonina (5-HT) desempenha um papel importante nesse processo, em que
inibidores da recaptacao da serotonina aumentam a neurogénese (Encinas & Enikolopov, 2008).
O agonista a2-adrenérgico aumenta a neurogénese hipocampal, aumentando a sobrevivéncia e
a diferenciacdo de neuroblastos, possivelmente aumentando os niveis de BDNF em aferentes
noradrenérgicos locais (Rizk et al., 2006). Esse efeito envolve o aumento da libera¢do de
noradrenalina por meio do bloqueio dos receptores pré-sindpticos (Hagg, 2005). A dopamina
também ¢ conhecida por seus efeitos na neurogénese adulta. Por exemplo, os agonistas dos
receptores de dopamina tipo D2 podem aumentar a neurogénese em modelos da DP em
camundongos (Borta & Hoglinger, 2007; Yang et al., 2008). A perda de dopamina na via
nigroestriatal resulta na diminui¢do da proliferacao na ZSV de roedores adulto (Baker et al.,
2004; Hoglinger et al., 2004; Winner et al., 2011). A diminui¢do das células PCNA-positivas
na ZSV foi observada logo apo6s a inje¢do de MPTP em camundongos modelos de DP.

Curiosamente, o numero de células PCNA-positivas retornou a linha de base durante a
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reinervacao dopaminérgica (Hoglinger et al., 2004), indicando uma relag@o entre a deplegdo de
dopamina e a reducdo de células em proliferagio na ZSV. A diminuicdo nas células
progenitoras da ZSV recém-geradas com um déficit de dopamina nigroestriatal pode ser
revertida por estimulacao de dopamina através do receptor D3 (Winner et al., 2011).

E fundamental destacar que diversos fatores exercem influéncia negativa sobre a
neurogénese hipocampal em adultos, como por exemplo, o estresse cronico (Cameron & Gould,
1994; Gould et al., 1998; Tanapat et al., 1998), a depressao (Dranovsky & Hen, 2006; Miller &
Hen, 2015) e o envelhecimento (Kuhn et al., 1996). E frequentemente sugerido que o
envelhecimento exerca um impacto consideravel na regulacdo negativa da neurogénese
hipocampal em adultos. Embora seja incontestavel que a neurogénese declina com a idade e
persiste a uma fragdo minima dos niveis observados na juventude, o uso do termo "regulador"
pode ser questionavel. O declinio ndo parece ser o resultado de um mecanismo de controle
ativo, mas, em vez disso, parece ser uma consequéncia intrinseca das alteragdes relacionadas a
idade. No entanto, o envelhecimento é uma variavel que geralmente deve ser considerada ao se
analisar a neurogénese em adultos. Mas, os nimeros sozinhos precisam ser interpretados com
cautela. Por exemplo, mesmo que o nivel de referéncia da neurogénese em adultos seja muito
baixo na idade mais avancada, a regulagdo relativa que € possivel a partir desse ponto de partida

pode ser muito maior do que na juventude (Kempermann, Kuhn, et al., 1998).

1.4.3 Neurogénese Hipocampal Adulta na Doenca de Parkinson e na Doenca de

Huntington

Em estudos pos-morte humanos de DP, foi observado o comprometimento da
neurogénese adulta, com pacientes apresentando atrofia do hipocampo (Bruck et al., 2004).
Além disso, marcadores de proliferacdo celular e diferenciagcdo neuronal hipocampal sdo
reduzidos no cérebro de pacientes com DP (Camicioli et al., 2003; Hoglinger et al., 2004;
Laakso et al., 1996; Regensburger et al., 2014; Riekkinen et al., 1998). Estudos em modelos
murinos mostraram que alteragdes na neurogénese hipocampal adulta também podem
contribuir para o fendtipo neurodegenerativo (Marxreiter et al., 2013). Evidéncias sugerem que
a neurogénese hipocampal prejudicada esta associada a um déficit serotoninérgico inicial em
modelos animais da DP (Kohl et al., 2016). Além disso, a dopamina promove a sobrevivéncia
de células recém-nascidas no GD (Takamura et al., 2014) e a ativagdo do receptor de dopamina
aumenta a proliferacdo e a sobrevivéncia celular de neurdnios recém gerados (Winner et al.,

2009).
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Com relagdo a DH, estudos em tecido cerebral pds-morte revelaram um aumento da
proliferacdo e neurogénese na camada subependimal adjacente ao nticleo caudado (Curtis et al.,
2003; Curtis et al., 2005). Além disso, modelos quimicos de DH com injecao de acido
quinolinico apresentam proliferagdo aumentada na ZSV e novos neurdnios foram observados
no estriado (Tattersfield et al., 2004). Contudo, a maioria dos estudos em modelos animais nao
demonstram diferencas na proliferacao e diferenciagcdo na ZSV (Gil et al., 2004; Gil et al., 2005;
Lazic et al., 2004; Lazic et al., 2006; Phillips et al., 2005; Simpson et al., 2011). Por outro lado,
estudos na ZSG demonstram que a proliferacao celular e a diferenciacao neuronal apresentam
diminui¢do em modelos animais da DH (Kandasamy et al., 2010; Lazic et al., 2004; Lazic et

al., 2006; Phillips et al., 2005), inclusive no modelo YAC128 (Simpson et al., 2011).

1.5 JUSTIFICATIVA

As doengas neurodegenerativas sdo um desafio significativo que afeta milhdes de
pessoas em todo o mundo, pois atualmente carecemos de tratamentos modificadores eficazes.
A pesquisa nesta area ¢ de extrema importancia, uma vez que tem o potencial de melhorar
significativamente a qualidade de vida daqueles que sofrem com essas condi¢des debilitantes.
Além disso, a investigacao neuropatoldgica desempenha um papel crucial na compreensao dos
mecanismos subjacentes a essas doengas. Estudos pos-morte representam o padrdao-ouro para a
observag¢ao detalhada dos elementos complexos das cascatas fisiopatologicas associadas a essas
patologias, especialmente no que se refere a avaliagdo da neurogénese hipocampal em tecidos
pos-morte humanos com DP.

A DH ¢ notoria por sua causa genética identificada, o que possibilita testes genéticos,
intervengdes precoces e estratégias de aconselhamento genético. Além disso, evidéncias
substanciais indicam que o estilo de vida desempenha um papel relevante na progressao da DH
e na idade de inicio dos sintomas. Essa perspectiva abre caminho para a exploracao de
estratégias nao farmacologicas, como o enriquecimento ambiental, como uma abordagem
potencialmente eficaz para retardar ou atenuar os sintomas pré-motores € motores associados a
DH.

Portanto, esta pesquisa busca nao apenas contribuir para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas eficazes, mas também aprofundar nossa compreensdo dos mecanismos
subjacentes as doencas neurodegenerativas, com foco especial na DP e na DH, onde a
combinacdo de fatores genéticos e estilo de vida desempenha um papel critico. Essas

investigacoes t€ém o potencial de fornecer conhecimentos valiosos que podem orientar
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intervengdes clinicas e estratégias de tratamento personalizado, abrindo portas para uma
abordagem mais eficaz e abrangente no cuidado de pacientes afetados por essas condigdes

debilitantes.

1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo Geral

Estudar a neurogénese hipocampal adulta em tecido cerebral pos-morte de individuos
com a DP, bem como investigar o efeito do ambiente enriquecido nos déficits comportamentais,
nos niveis de neurotransmissores monoaminérgicos € na astrogliose nos camundongos

YACI128.

1.6.2 Objetivos Especificos

. Estudar a neurogénese hipocampal adulta humana em tecido cerebral pds-morte na DP;
. Determinar se a exposi¢ao dos camundongos YAC128 ao AE entre os 2 e 4 meses de
idade ¢ capaz de:
o Alterar a performance motora e cognitiva, bem como, sintomas do tipo-
depressivo;
o Modular os niveis de monoaminas no hipocampo, estriado e cortex pré-frontal
(CPF) de camundongos selvagens e YAC128;
o Modular a expressdo de GFAP hipocampal em camundongos selvagens e

YACI128.
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2 CAPITULO II. ALTERED HIPPOCAMPAL DOUBLECORTIN EXPRESSION IN
PARKINSON'S DISEASE INDIVIDUALS

2.1 INTRODUCTION

Parkinson’s disease (PD) is a complex neurodegenerative disorder primarily
characterized by the selective degeneration of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars
compacta (SNpc), leading to a movement disorder (Kalia & Lang, 2015). PD is categorized as
an a-synucleinopathy due to the accumulation of a-synuclein aggregates in the brain (Walker
etal.,2019). In PD, these a-synuclein inclusions are primarily found in the brainstem and limbic
regions. However, in Parkinson's disease dementia (PDD), they extend into the neocortex
(Outeiro et al., 2019; Walker et al., 2019). This progressive spread into the neocortex, as
observed in PDD, is linked to the development of cognitive impairment and dementia in
individuals previously diagnosed with PD.

PD also manifests as a progressive degeneration affecting various regions of the central
nervous system, giving rise to a diverse array of non-motor symptoms, such as hyposmia, sleep
disorders, and neuropsychiatric dysfunctions, which often precede the onset of motor
dysfunction by more than a decade (Kalia & Lang, 2015; Warth Perez Arias et al., 2023). While
our understanding of the neuroanatomical and neuropharmacological bases of non-motor
abnormalities in PD remains incomplete, the neuropsychiatric dysfunctions associated with PD
(Schapira et al., 2017; Titova et al., 2017; Wesnes & Burn, 2013) are intricately linked to
structural and functional alterations in the hippocampus (Bruck et al., 2004; Camicioli et al.,
2003; Carlesimo et al., 2012; Churchyard & Lees, 1997; Riekkinen et al., 1998). Of particular
note is the hippocampus's remarkable neuroplasticity and its capacity to generate new neurons
even in adulthood (Eriksson et al., 1998), which could play a significant role in the context of
PD.

Adult neurogenesis is a highly regulated and intricate process with distinct
developmental stages that can be individually studied (Gage, 2019). These stages include
precursor cell proliferation, newly formed neurons' subsequent survival, migration to specific
locations, differentiation into fully functional mature neurons, and seamless integration into the
existing neural network. In the subgranular zone (SGZ) of the dentate gyrus (DG), neural
precursor cells divide, giving rise to immature cells. These newborn cells then differentiate into
neurons, migrate into the granular cell layer (GCL) of the DG while extending neuronal

processes, and ultimately integrate into the GCL population of granule neurons (Kuhn ef al.,
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1996). Notably, the microtubule-associated protein doublecortin (DCX) plays a crucial role
during this maturation process. DCX is transiently expressed in these immature neurons as a
marker for ongoing neurogenesis (Brown et al., 2003; Francis et al., 1999; Rao & Shetty, 2004).

The dynamic interplay of these stages and molecular markers underscores the
complexity of adult hippocampal neurogenesis and its potential relevance to the
neuropsychiatric manifestations observed in PD. Hoglinger ef al. (2004) demonstrated that the
generation of neural precursor cells is compromised in PD due to dopaminergic denervation
(Hoglinger et al., 2004). Additionally, a more recent study by Terreros-Roncal demonstrated
morphological abnormalities in DCX-positive cells in patients with a-synucleinopathies,
further implicating the importance of these cellular changes in neurodegenerative conditions
(Terreros-Roncal ef al., 2021). Based on these findings, our study is focused on characterizing
DCX expression in the DG of individuals with PD without dementia; thus, it would provide

evidence for the early occurrence of neurogenesis alterations before the onset of PDD.

2.2 MATERIALS AND METHODS

2.2.1 Human Samples

Postmortem human brain tissue from clinicopathological confirmed cases of PD (n=6)
and age-matched non-neurodegenerative disease controls (n = 6) were obtained from the Brain
Tissue Bank of Newcastle (NBTR, Newcastle Brain Tissue Resource). The control group
comprised individuals with no discernible clinical indications of psychiatric or neurological
disorders. On the other hand, PD cases were not only confirmed neuropathologically but also
lacked cognitive symptoms typically associated with dementia (McKeith et al., 2005) (Table
2.1).

Table 2.1 — Human tissue cohort

Group | Gender | Age PMD | pH ls\g‘gTeBraak :ll:::e CERAD Ilfga:tl;ge
Ct M 64,0 93 5.9 I 0 0 0
Ct M 79,0 39 6.94 I 3 0 0
Ct F 81,0 31 6.23 I 3 0 0
Ct M 85,0 45 6.43 111 4 1 0
Ct M 92,0 50 5.36 I 1 0 0
Ct F 92 92 6.35 111 4 1 0
PD M 61,0 90 59 I 2 0 4
PD M 78,0 50 6.7 11 1 0 6
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PD M 81,0 52 6.4 III 0 0 4
PD M 84,0 80 6.48 III 3 0 4
PD M 90,0 18 5.8 II 0 0 4
PD F 92 45 6.31 I 0 0 5

Human cases are separated by disease classification according to non-diseased controls (Ct)
and Parkinson’s disease (PD). Sex, postmortem delay (PMD), pH levels, neurofibrillary
tangle (NFT) Braak stage, Thal phase, Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s
Disease (CERAD), Lewy body (LB) Braak stage are provided.

2.2.2 Tissue Processing

To prepare 10 um slices, the brain's right hemisphere was fixed by immersion in 4%
buffered aqueous formaldehyde for 4 to 6 weeks. It was then dissected in coronal planes at
approximately 0.7 cm intervals according to the Newcastle Brain Tissue Resource (NBTR)
procedure. The small tissue blocks were then processed through increasing concentrations of
alcohol and chloroform under vacuum conditions in a Leica tissue processor and embedded in
paraffin wax for sectioning and subsequent immunostaining (Johnson et al., 2011). For this
work, blocks 18 to 21 were selected that contain the region of the hippocampal formation, a
niche of adult neurogenesis, the target of this study. All brains underwent standard
neuropathological assessment using internationally accepted criteria, including NFT Braak
stages, Braak LB stages, CERAD stages, and Thal AP phases (Alafuzoff ef al., 2008; McKeith
et al.,2005; Mirra et al., 1991; Thal et al., 2002).

Blocks containing the hippocampus were sectioned in 10 pm using a rotary microtome
(ThermoFisher Scientific HM355S). Sections for histological analysis were mounted onto
charged glass slides (Superfrost Plus, Thermo Scientific, UK). Mounted sections were then
dried at 37°C for 48 hours. Once dried, sections were stored at room temperature before

staining.

2.2.3 Immunohistochemistry Detection of DCX and NeuN

Previous studies have demonstrated that slight variations in sample processing and
histological protocols can alter the ability to accurately detect neuronal and glial markers within
the human brain (Flor-Garcia et al., 2020; Kempermann et al., 2018). Furthermore, it has been
recognized that different antibodies can exhibit significant variability when applied to human

tissue, and their sensitivity to fixation or variations in histological procedures may not be
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uniform. Therefore, this study determined optimal antibody detection by testing different

antibodies and concentrations (Table 2.2).

Table 2.2 — Primary and secondary antibodies used for immunohistochemistry optimization.

Primary Antibodies Concentration Reference
Monoclonal Mouse Anti-NeuN 1:50; 1:100; 1:200; | Millipore,
1:400 MAB377B
Polyclonal Rabbit anti-DCX 1:750; 1:1000; | Abcam 18723
1:1500; 1:2500;
Polyclonal Goat anti-DCX 1:1000; 1:1500 SC-8066
Monoclonal mouse anti-DCX 1:50 Abcam 54739
Secondary Antibodies
Polyclonal Alexa fluor 488 Donkey Anti-rabbit IgG | 1:500 711-545-152
Polyclonal Cy3 Donkey Anti-Rabbit IgG 1:500 711-165-152
Polyclonal Alexa fluor 488 Donkey Anti-mouse IgG | 1:500 711-545-150
Monoclonal Alexa Fluor 594 Goat anti-rabbit 1:500 Al11012

Briefly, paraffin-embedded slide-mounted tissue sections were dewaxed (5 min,
xylene), rehydrated (5 min, 99, 95, 70% ethanol), and washed in Tris-buffered saline (TBS; 5
mM Tris, 145 mM NaCl, pH 7.4). Afterward, the slides were incubated in 0.5% sodium
borohydride (NaBH4) diluted in PBS 0.IM for 30 min to block background fluorescence.
Optimal nuclear antigen detection was determined by subjecting sections to various antigen
retrieval methods (Table 3). Sections were blocked with 10% normal goat serum (NGS)
containing TBS for 1h. Following, primary antibodies (rabbit anti-DCX, Ab 18723 [1:1000]
and mouse-NeuN, MAB377B [1:100]) with 10% NGS and TBS were applied on the sections
and incubated overnight at 4 degrees. Then the slides were washed in TBS and followed by
secondary antibody incubation (1h, RT, Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit, A11012 [1:500] and
Alexa fluor 488 donkey anti-mouse, 711-545-150 [1:500]) in TBS and 10% NGS (Table 2.2).
Autofluorescence was quenched (1% Sudan Black B in 70% ethanol, 5 min), and slides were
coverslipped with Prolong Diamond Mountant containing DAPI (Fisher Scientific). Sections
were imaged via a wide-field fluorescence (Nikon Eclipse 90i microscope, DsQi1Mc camera
and NIS elements software V 3.0, Nikon) or confocal (Lecia SP 8, LAS X software, Leica-

microsystems) microscope.
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Table 2.3 — Methods of antigen retrieval.

Antigen Method
retrieval
Citrate Submersion in pre-heated citrate buffer (10 mM Citric acid, pH 6) with microwave
heat-assisted antigen retrieval (800 W, 10 min).
Submersion in pre-heated EDTA buffer (10 mM EDTA, pH 8) and subsequent
EDTA L . :
heating in pressure cooker (heated under maximum pressure for 2 min).
Submersion in pre-heated EDTA buffer (10 mM EDTA, pH 8) and subsequent
EDTA + Citrate heating in pressure cooker (heated under maximum pressure for 2 min) followed
by submersion in pre-heated citrate buffer (10 mM Citric acid, 0.05% Tween 20,
pH 6) with microwave heat-assisted antigen retrieval (800 W, 10 min).

2.2.4 Image acquisition and cell count

Multiple adjacent single images of the DG of the hippocampus were captured at 200x
magnification using a Nikon Eclipse 90i microscope and DsFil camera (Nikon, Surry UK).
One slice per individual was analyzed. For each slice, 9 to 24 images were taken. The multiple
adjacent images were then manually stitched together based on overlapping landmarks to create
a large image of the entire granular cell layer (GCL) of the DG of the hippocampus (Figure S1).

All DCX-positive cells in the entire GCL and the SGZ of each DG were manually
counted. To determine cell positioning, the SGZ and the GCL were identified. The SGZ was
defined as the 1-3 cell thickness portion of the GCL adjacent to its hilar border (Figure S2). To
determine the cell density, a region of interest was framed (40 pm x 40 pm), and the number of
DAPI nucleus and NeuN-positive cells were counted inside the frame. One slice per individual
was analyzed. For each slice, 9 to 24 images were captured. To determine the area of the nuclei
of each DCX-positive cell, the DAPI channel was used. The nuclei contour of each DCX-

positive cell was drawn, and the area was measured using Fiji software (Schindelin ef a/., 2012).

2.2.5 Statistical Analysis

Statistical analysis used Stata/MP 14.2 (StataCorp, College Station, TX, EUA) and
GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, Boston, Massachusetts, USA). All data were
assessed for normality by the Shapiro-Wilk test. The results obtained were analyzed by Paired
Student's T-Test (normal distribution), Mann Whitney (not normal distribution), and Wilcoxon
(not normal distribution). Data are presented as mean + SEM. Pearson’s correlation coefficient

was used for normal distribution, and Spearman’s correlation was used for non-normal
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distribution to determine associations between variables. For all analyses, p values < 0.05 were

considered statistically significant.

2.3 RESULTS

We examined brain sections obtained from a cohort of six individuals diagnosed with
PD and six age-matched control subjects (Table 2.1). Regarding postmortem delay (PMD), the
control group exhibited a mean PMD of 58.3 + 11.1 hours, while the PD group displayed a
mean PMD of 55.8 + 10.6 hours. The pH levels were measured, with the control group having
a mean pH of 6.2 £ 0.2 and the PD group recording a mean pH of 6.3 + 0.1. Additionally, the
mean age at the time of death for individuals in the control group was 82.2 + 4.2 years, with an
age range from 64 to 92 years. In contrast, the PD group had a mean age at death of 81.0 £4.5
years, with ages ranging from 61 to 92 years. Statistical analyses revealed no significant
differences in PMD delay (p = 0.85), pH (p = 0.53), or age (p = 0.06) between the two study
groups, indicating a comparable baseline for these critical demographic factors in our

investigation.

2.3.1 PD decreases DCX expression in the DG of the hippocampus

A variety of antigen retrieval methods (Table 2.3) were initially evaluated for optimal
nuclear antigen detection in the hippocampus sections, including Citrate and/or EDTA, utilizing
diverse heating techniques such as a pressure cooker, water bath, and microwave, along with
various cooling methods (rapid cooling in a buffer solution at room temperature or gradual
cooling within the citrate solution) as outlined in Table 2.3. Our results indicated the citrate
buffer antigen retrieval consistently achieved a superior result compared to EDTA (Figure S3).
We conducted an antibody evaluation by testing three distinct anti-DCX antibodies at varying
concentrations (Table 2.2). Notably, the rabbit anti-DCX antibody from Abcam (ab18723)
exhibited superior labeling of neuroblasts at a dilution of 1:1000, surpassing the performance
of the other tested antibodies.

DCX-positive cells were therefore assessed in the GCL and the SGZ using the rabbit
anti-DCX antibody from Abcam in controls and PD cases. The t-test showed a significant
difference in the number of DCX-positive cells in the SGZ (p = 0.04) and the total (GCL +
SGZ) (p = 0.04) between the control and PD groups. There was no difference in the number of
DCX-positive cells in the GCL (p = 0.17) (Figure 2.1).
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Figure 2.1 - DCX-positive cells in the dentate gyrus of the hippocampus.
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Legend: A: DCX-positive cells in the SGZ (paired T-test p = 0.04). B: DCX-positive cells in
the GCL (paired t-test p = 0.17). C: Total DCX positive cells (paired t-test p = 0.04). D-G:
Representative images of control samples. H-K: Representative images of PD samples. E, H:
DAPI labelled cells. E, I: NeuN labelled cells. F, J: DCX labelled cells. G, K: Merge. Yellow
arrow DCX and NeuN-positive cell. CT: Control; DCX: Doublecortin; GCL: Granular cell
layer; PD: Parkinson’s disease; SGZ: Subgranular zone. * p < 0.05. Scale bar: 20pm.

2.3.2 Diminished nuclear area of DCX-positive cells in PD samples

We utilized FIJI software to measure the nuclear area of each DCX-positive cell along
the entire dentate gyrus of the analysed slice of each individual. The Mann-Whitney test
revealed a statistically significant reduction in the mean nuclear area of DCX-positive cells in
the SGZ (p < 0.01) and the entire layer (p < 0.01) of the PD group. However, when the GCL
was evaluated separately, no statistically significant difference was found (p = 0.15) (Figure

2.2).



Figure 2.2 — Nuclear area of DCX-positive cells in the dentate gyrus of the hippocampus.
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Legend: A: Example of nuclear area. B: Nuclear area of DCX-positive cells in the SGZ
(Mann Whitney test p <0.01). C: Nuclear area of DCX-positive cells in the GCL (Mann
Whitney test p = 0.15). D: Nuclear area of total DCX-positive cells (Mann Whitney test p <
0.01). CT: control; DCX: Doublecortin; GCL: Granular cell layer; PD: Parkinson disease;
SGZ: Subgranular zone. ** p <0.01. Scale bar: 20pm.

2.3.3 PD does not impact NeuN expression, cell density, or colocalization of DCX and
NeuN in the DG region of the hippocampus

We assessed NeuN-positive cells within a 40 um x 40 um frame delineated in the GCL
using FIJI software. Our analyses revealed no significant difference in the number of NeuN-
positive cells between the groups (p > 0.99). Furthermore, when quantifying cell density by
counting DAPI-positive cells in the same frame, no statistically significant difference was

observed between the groups (p = 0.37) (Figure 2.3).

52
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Figure 2.3 — Cell density.
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Legend: NeuN-positive cells by area (paired t-test p > 0,99). B. DAPI-positive cells by area
(paired t-test p = 0,37). CT: Control; PD: Parkinson's disease.

We quantify the number of DCX-positive cells co-expressing NeuN in the SGZ and
the GCL. Our analysis revealed no significant differences between the groups in the SGZ (p =
0.19), in the GCL (p = 0.44), nor across the entire layer (p = 0.31) (Figure 2.4).

Figure 2.4 — DCX and NeuN positive cells in the dentate gyrus of the hippocampus.
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Legend: A: DCX and NeuN positive cells in the SGZ (Wilcoxon matched-pairs signed rank
test p=0.19). B: DCX and NeuN positive cells in the GCL (Wilcoxon matched-pairs signed
rank test p = 0.44). C: Total DCX and NeuN positive cells (Wilcoxon matched-pairs signed
rank test p = 0.31). CT: control; DCX: Doublecortin; GCL: Granular cell layer; PD: Parkinson
disease; SGZ: Subgranular zone.
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2.3.4 Inverse correlation between pH levels and DCX-positive cells

We used the Pearson (Figure S4) and Spearman (Figure S5) correlation tests to
investigate potential associations between our cohort's demographical and pathohistological
data with DCX expression. No correlation was observed between age or PMD and our findings.
However, the nuclear area of DCX-positive cells showed an inverse correlation with the Braak
LB stages (r = -0.6734; p = 0.02) (Figure S4). Additionally, there was an inverse Pearson
correlation between pH levels and DCX-positive cells in the SGZ (r = -0.5964; p = 0.04), in the
GCL (r = -0.8033; p < 0.01), and in total (r = -0.7358; p < 0.01) (Figure 2.5). Of note, even
when examined separately for both the control group (r = -0.8331; p = 0.04) and the PD group
(r =-0.8418; p = 0.04), the correlation between pH levels and the presence of DCX-positive

cells in the GCL remained statistically significant.

Figure 2.5 — Pearson correlations with pH levels and DCX-positive cells.
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Legend: A: DCX-positive cells in the SGZ. B: DCX-positive cells in the GCL. C: Total DCX-
positive cells. CT: control; DCX: Doublecortin; GCL: Granular cell layer; PD: Parkinson
disease; SGZ: Subgranular zone.

2.4 DISCUSSION

This study aimed to assess the presence of hippocampal DCX-positive cells
postmortem brain tissue samples from healthy individuals and those diagnosed with PD. We
observed DCX expression in both control and PD brains. Interestingly, we found a decrease in
the total number of DCX-positive cells in the DG and a reduction in DCX-positive cells in the
SGZ of PD brains. One possible explanation for the decline in DCX-positive cells in the DG
and SGZ of PD brains could be related to dopaminergic denervation. Hoglinger et al. (2004)
previously demonstrated a reduction in the number of neural precursors labeled with nestin and

B3-tubulin in the DG of individuals with PD, suggesting that this reduction may be a
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consequence of dopaminergic denervation (Hoglinger ef al., 2004). This aligns with the notion
that dopaminergic dysfunction in PD may have broader effects on neurogenesis and cell
proliferation within the hippocampus. Furthermore, O’Sullivan and collaborators established a
negative correlation between the expression of Musashil, a marker for neural stem cells and
neural progenitor cells, and the progression of PD in patients' subventricular zone (SVZ).
Additionally, they revealed a positive correlation between Musashil expression and the
cumulative lifetime usage of levodopa, demonstrating the impact of dopaminergic modulation
on the proliferation of precursor cells within the adult forebrain (O'Sullivan et al., 2011).

However, in contrast with our findings, Terreros-Roncal et al. (2021) observed
increased DCX expression in PD patients (Terreros-Roncal et al., 2021). Furthermore, Gatt et
al. (2017) reported an increase in DCX-labeled cells, specifically in the SGZ of patients with
Dementia with Lewy Bodies (DLB) and PDD (Gatt et al., 2017). This finding suggests that the
relationship between DCX expression and neurodegenerative disorders may vary depending on
the specific condition and stage of the disease. In summary, while our study provides evidence
of decreased DCX-positive cells in the DG and SGZ of PD brains, the contrasting findings from
other studies highlight the complexity of neurogenesis regulation in neurodegenerative
disorders. These discrepancies may be attributed to various factors, including differences in
patient cohorts, disease stages, and methodological approaches, emphasizing the need for
further research to better understand the underlying mechanisms and clinical implications.

The observed decrease in the nuclear area of DCX-positive cells within the PD group,
both in the SGZ and across the entire granular layer, represents a noteworthy finding in our
study. Our results align with the recent work of Terrenos-Roncal et al. (2021), who reported
similar reductions in the nuclear area for DCX-positive cells and calretinin-positive cells in
patients afflicted with a-synucleinopathies, also with Montalbano et al., 2023, who finds a
reduced nuclear area in the neurons of DLB cases (Montalbano ef al., 2023). This consistency
across studies emphasizes the potential significance of alterations in these neuroblast
populations in neurodegenerative diseases characterized by a-synuclein pathology. It is worth
mentioning that chromatin decondensation equates to an increased nuclear volume and occurs
during DNA damage repair periods (Dos Santos et al., 2021). Conceivably, the smaller size of
the nuclear implies failure to maintain genomic stability. This would be consistent with various
studies reporting deficits in DNA damage repair in models of a-synucleinopathies (Paiva et al.,
2017; Schaser et al., 2019; (Wang et al., 2016) and in other neurodegenerative conditions
(Madabhushi et al., 2014).
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However, it's important to note that our study did not reveal significant differences in
the number of neurons expressing NeuN nor the total cell population labeled with DAPI within
the DG between the control and PD groups. These findings suggest that the overall neuronal
density within this region remains relatively stable in PD. In contrast to our results, previous
studies reported hippocampal atrophy in PD patients (Bruck et al., 2004; Camicioli et al., 2003;
Laakso et al., 1996; Riekkinen et al., 1998). While our findings do not indicate direct
hippocampal atrophy, they do suggest that the observed reduction in the number of neuroblasts,
as evidenced by the decreased of the number and of the nuclear area of DCX-positive cells,
may play a pivotal role in driving the observed decrease in hippocampal volume. This
possibility underscores the complex interplay between neurogenesis and neurodegeneration in
the context of PD and warrants further investigation into the underlying mechanisms and their
potential implications for disease progression and cognitive function.

Regarding the colocalization of NeuN and DCX, it is worth noting that while we
observed fewer co-labeled cells in the PD group, we did not identify a statistically significant
difference. This may be attributed to substantial variability within the control group. In contrast,
Terrenos-Roncal ef al. (2021) reported a decline in DCX and NeuN-positive cells in their PD
samples, highlighting a discrepancy between the studies that could be attributed to differences
in sample characteristics, age, and sample size. One crucial factor to consider is the
characteristics of the study samples. Terrenos-Roncal's study compared three PD samples to
fifteen control samples, with varying ages randomly distributed within the control group
(Terreros-Roncal et al., 2021). Equally, the controls used in the Terreros-Roncal (2021) study
are free from age-related neuropathological changes, such as NFTs and plaques; this is far from
real-world pathology seen in the non-neurodegenerative aged population (Braak and Tredici,
2014). In our present study, we have controlled for age-related AD-indicative pathology
between PD and control groups, which is more representative of the general population. In
contrast, our study involved an equal number of PD and control samples closely matched in
age. This distinction in study design may account for the conflicting results observed.

Furthermore, age can be a critical factor in neurodegenerative research, as aging can
impact neurogenesis and neuronal populations within the brain. The age and sample size
variability between the studies could introduce unique characteristics and challenges in
interpreting the results. However, our investigation did not reveal a significant correlation
between the age of subjects and the presence of DCX-positive cells, which differs from findings
reported by Knoth et al. (2010) and Dennis et al. (2016) (Dennis et al., 2016; Knoth et al.,

2010). Interestingly, previous studies have demonstrated that as individuals age, there is a
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decrease in the population of immature neurons labeled with PSA-NCAM (Boldrini et al.,
2018). However, it is essential to consider the intriguing results of Sorrells et al. (2018), who
reported the absence of DCX and NeuN co-labeled cells in the DG of individuals over 35 years
old (Sorrells et al., 2018). These discrepancies in findings may stem from various technical
factors, including differences in PMD and tissue pH levels, as suggested by previous studies
(Boekhoorn et al., 2006; Flor-Garcia et al., 2020; Kempermann et al., 2018; Terreros-Roncal
etal., 2023).

As part of our analysis, we explored the potential influence of PMD and pH levels on
our results. Interestingly, we found that PMD did not significantly impact the assessed cells.
However, pH negatively correlated with the number of DCX-positive cells in the hippocampus.
This observation is consistent with the findings of Monoranu et al. (2009), who suggested that
pH can serve as an indicator of the quality of postmortem brain tissue used in neuroscientific
research and is negatively correlated with specimens subjected to prolonged agonal states
(Monoranu et al., 2009). It's important to recognize that the agonal effects associated with
prolonged illness can influence several chemical substances in the brain (Hardy et al., 1985).
Furthermore, pH levels impact post-translational modifications of proteins and RNA (Lucassen
et al., 2020), emphasizing the multifaceted nature of tissue quality assessment in postmortem
studies. These considerations emphasize the importance of meticulously accounting for
technical variables when interpreting results in the context of neurogenesis research.

In addition, the analysis of the nuclear area in DCX-positive cells revealed a significant
correlation with pathological parameters, indicating a reduction in this parameter in PD
samples. This observation suggests the presence of morphological abnormalities potentially
induced by the disease, as similarly reported by Terreno-Roncal et al. (2021).

In summary, our findings emphasize the significant impact of PD on hippocampal
DCX expression, suggesting potential modifications in the adult hippocampal neurogenesis of
individuals with PD. Importantly, these alterations were observed in the absence of a diagnosis
of PDD, indicating that these changes may precede the onset of prominent cognitive symptomes.

Despite the clinical relevance, our understanding of alterations in hippocampal
neurogenesis in the human brain with PD remains limited, with a scarcity of studies in this
critical area. These findings shed light on a relatively unexplored aspect of PD pathology,
suggesting that these neurogenic alterations could contribute, at least partially, to the
manifestation of non-motor symptoms associated with this complex neurological disorder.
Further research in this domain is warranted to elucidate the underlying mechanisms and

potential therapeutic implications.
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2.5 CONCLUSION

This study utilized an improved methodology to analyze DCX-positive cells in
paraffin-embedded tissue sections, revealing a reduction in these cells within PD brains,
indicating a potential influence on neuroblasts. These results contribute to our understanding of
neurogenesis in PD, emphasizing the importance of more studies with human tissue and
meticulous consideration of diverse factors in future research. These findings may contribute
to advancing our understanding of the pathophysiology of PD and potentially guide future

therapeutic strategies aimed at neurogenesis modulation.
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Altered Hippocampal Doublecortin Expression in Parkinson's Disease

Individuals

Supplementary Material

Supplemental figure S1: Example of manually stitched images of the dentate gyrus of the
hippocampus, labeled for DCX (red), NeuN (green), and DAPI (blue). Scale bar 500pm.

Supplemental figure S2: Exar}lple of image with GCL and SGZ dentate gyrus delimitation.
GCL: Granular cell layer. SGZ: Subgranular zone. Scale bar 50um.



Supplemental figure S3: Immunohistochemistry for DCX in the SGZ of the DG of the
hippocampus with different antigen retrieval. A: Citrate. B: EDTA. C: EDTA and Citrate.

Scale bar: 50um
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Supplemental figure S4: Pearson correlation matrix.
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3 CAPITULO III. EFEITOS DO AMBIENTE ENRIQUECIDO NA PLASTICIDADE
COMPORTAMENTAL NO MODELO ANIMAL YAC128 DA DOENCA DE
HUNTINGTON

3.1 INTRODUCAO

A definicao classica da DH, descrita por George Huntington em seu ensaio “On
Chorea” de 1872, ¢ uma doenga do sistema nervoso com coreia hereditaria de inicio na idade
adulta (Huntington, 1872). De acordo com o grupo de pesquisa colaborativa da Doenga de
Huntington, a DH ¢ a doenca neurodegenerativa autossdmica dominante mais comum causada
por uma repeticdo de citosina-adenina-guanina (CAG) expandida e instavel no gene da
huntingtina (HTT) (Group, 1993). Esse gene codifica a proteina huntingtina (htt) com um trecho
de poliglutamina (polyQ) localizado no terminal N e resulta em disfun¢do motora, déficits
cognitivos e distirbios psiquiatricos (MacDonald et al., 1993).

Na DH uma expansao polyQ forma uma conforma¢do anormal da htt mutante (mhtt)
e confere um ganho de fun¢do toxica (Poirier et al., 2005; Ross & Tabrizi, 2011). A mhtt
também ¢ mais suscetivel a protedlise, em relacdo a proteina htt do tipo selvagem e seu
truncamento ¢ conhecido por promover a geragao e agregacao de fragmentos N-terminais
(Lunkes & Mandel, 1998; Walker, 2007; Wellington et al., 2000). Estudos em tecidos pos-
morte de individuos com a DH revelam atrofia disseminada do caudado e putdmen com uma
perda neural ocorrendo ao longo de um gradiente caudo-rostral, dorso-ventral e médio-lateral,
também afetando o GP e o nucleo accumbens em menor extensao (Vonsattel & DiFiglia, 1998).
O estriado ¢ suscetivel aos efeitos de mhtt, particularmente, os neurénios espinhosos médios
GABA¢érgico (MSNs), que se projetam para o GP e substancia negra (SN) (McColgan &
Tabrizi, 2018; Radulescu, 2017). Isso leva a um aumento significativo do volume ventricular
lateral. Além disso, no decorrer da DH outras regides cerebrais também sdo afetadas, como
hipocampo, amigdala, tdlamo e tronco cerebral (Halliday et al., 1998; Petrella et al., 2018;

Rosas et al., 2002; Rosas et al., 2003).
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Figura 3.1 — Mecanismos de a¢ao da huntingtina.
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Fonte: Adaptado de Bates et al, 2015.

Como discutido no capitulo I, se¢do 1.3.3. até o momento, nenhuma cura eficaz foi
encontrada para a DH. Na busca de uma cura para a DH ¢ necessario focar na compreensao dos
mecanismos moleculares causadas pela mutacao do gene HTT (Figura 3.1) e em estratégias de
modificacdo da doenca desenvolvidas para reduzir a expressdao de mhtt (Kim et al., 2021).
Atualmente, os tratamentos disponiveis para a DH ainda sdo limitados, e a maioria deles se
concentra no alivio dos sintomas da doenca. No entanto, ¢ crucial destacar que o
desenvolvimento de terapias modificadoras do curso da doenga ¢ uma prioridade significativa
em nossa busca por solugdes eficazes. Estas terapias, muitas vezes baseadas em avangos
recentes na pesquisa molecular e genética, t€ém o potencial de ndo apenas tratar os sintomas,

mas também de modificar a progressao da DH.
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Estudos recentes tém enfatizado a necessidade premente de terapias neuroprotetoras
que possam prevenir o aparecimento da DH e retardar seu avango (Palaiogeorgou et al., 2023).
Essas terapias podem representar uma esperanca real para melhorar a qualidade de vida dos
pacientes afetados pela DH, diminuindo o impacto da doenca e prolongando a fungdo
neuroldgica. Portanto, o estudo das terapias modificadoras do curso da DH ¢ de extrema
importancia, pois ndo apenas aborda os sintomas da doenga, mas também oferece uma
perspectiva promissora para um tratamento mais eficaz e, possivelmente, a busca por uma cura

para essa condi¢ao neurodegenerativa devastadora.

3.1.1 Modelos animais para estudar a doenca de Huntington

O conhecimento que temos sobre a DH derivou em grande parte da utilizacdo de
modelos animais de estudo. O emprego de modelos permite que os estagios iniciais do processo
da doenca, bem como estratégias terapéuticas, sejam estudados, superando assim as limitagdes
associadas a utilizacdo de tecidos cerebrais pds-morte (Farshim & Bates, 2018).

O primeiro modelo animal para DH foi desenvolvido na década de 70, através da
injecdo de acido cainico diretamente no estriado dos animais causando degeneragdo da regido
(Coyle & Schwarcz, 1976). Foram entdo criados outros modelos baseados em lesdo excitotoxica
ou disfuncao mitocondrial, como injecao intraestriatal de acido quinolinico (um agonista do
receptor NMDA) ou administracdo sistémica de 4cido 3-nitropropidnico (inibidor do complexo
IT da cadeia respiratéria mitocondrial), respectivamente (Beal, Brouillet, et al., 1993; Beal,
Hyman, et al., 1993; Beal et al., 1986).

A identificacdo do gene mutante da DH permitiu a geragdo de modelos que ajudaram
a avangar nos conhecimentos mecanicistas da neurodegeneragdo, possibilitando a gerag¢ao de
uma variedade destes modelos incluindo vermes (Li & Le, 2013), moscas (Green et al., 2012),
camundongos, porcos, ovelhas e macaco (Baxa et al., 2013; Jacobsen et al., 2010; Mangiarini
et al., 1996; Slow et al., 2003; Yang et al., 2010; Yang et al., 2008).

Ha uma ampla variedade fenotipica desses modelos, sendo que alguns dificilmente
expressam fendtipo visivel até ficarem muito velhos e outros apresentam neuropatologia desde
0 nascimento, permitindo assim, o estudo de diferentes graus de progressdo da patologia
humana. Essas variagdes ndo existem apenas entre espécies, mas também entre modelos
distintos gerados na mesma espécie. A espécie que tem sido mais extensivamente utilizada para
o estudo da DH ¢ o camundongo, devido a sua reconhecida eficiéncia, economia e facilidade

de manipulagdo (Gray et al., 2008; Heng et al., 2007; Mangiarini et al., 1996; Schilling et al.,
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1999; Slow et al., 2003). Eles podem diferir entre si no que diz respeito ao tipo de mutagdo
expressa, a por¢do da proteina incluida no transgene, ao promotor empregado, aos niveis de
expressao da proteina mutante e at¢ mesmo a cepa de base, tornando cada um deles unico
(Farshim & Bates, 2018).

Modelos de camundongos de DH sdo gerados usando abordagens transgénicas ou
knock-in. Os animais transgénicos podem ser subdivididos em: 1) animais que expressam
pequenos fragmentos N-terminais do gene HTT humana ou quimera humana/camundongo
aleatoriamente no seu genoma (Carter et al., 1999; Hodges et al., 2008; Mangiarini et al., 1996;
Schilling et al., 1999; Schilling et al., 2004). 2) animais transgénicos que expressam o
comprimento total do gene HTT humano com diferentes numeros de repetigdes de CAG
expandida na forma de DNA bacteriano (BAC, bacterial artificial chromosome) e levedura
(YAC, yeast artificial chromosome) (Gray et al., 2008; Hodgson et al., 1999; Seo et al., 2008;
Slow et al., 2003). Ja na abordagem de animais knock-in estdo as linhagens com repetigdes de
CAG de comprimento patolégico introduzida no gene HTT (homologo do humano) de
camundongo (Heng et al., 2007; Kennedy et al., 2003; Levine et al., 1999; Lin et al., 2001;
Menalled et al., 2003; Shelbourne et al., 1999; Wheeler et al., 1999; Wheeler et al., 2002)
(Tabela 3.1).

Tabela 3.1 — Modelos da doenca de Huntington em camundongos.

Modelo Linhagem Repeticoes Promotor Car:a ?terlstlca Referéncia
CAG genética
Transgénicos fragmentos N-terminal
BALBIcBy1 Exon | H1T o
R6/1 B6CBA/Ca | |1 HIT Contendo fragment® | Brooks ef al, 2012:
misto g Favies et al, 1997.
C57BL/6] 116, 168, Mangiarini et al,
251, 1996; Menalled et
DBA/2] Exon 1 HTT al. 2009; Carter et
R6/2 116, 168, HTT Contendo fragmento al, 1999.
B6 CBA/Ca | 293 gendmico Cummings et al,
Misto 2012; Morton et al,
128, 160 2009.
B6C3H Primeiros 171 aa Schilling et al,
NI71-82Q misto 82 Prop HTT humana 1999
Tg100 B6SIL misto | 100 Rat NSE Primeiros 3 kb cDNA | 1 o oret er at, 2001
HTT humana
Transgénico comprimento total
Exon 1 floxado Menalled ef al,
BACHD C57BL/6 97 (CAA- completo, HTT Exon 1 HTT humana 2009; Gray et al,
FVB/N CAG)
humano 2008
C57BL/6 Comprimento HTT humana Van Raamsdonk et
YACI2S | pvBN 123 total al, 2007
BAC97 Comprimento Exon 1 HTT humana Southwell et al,
vacig | FVBN 18and97 | otal 2012.
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(Hu97/18) (CAA-
CAG)
YACI28 .
BAC21 FVB/N 125 g)‘t’;?p“memo Exon 1 HTT humana §8‘ft7hweu et al,
(Hul28/21)
Knock-in
CAG140 C57BL/6) 146 Hitt murina Exon 1 Htt quimérica Menalled et al,
enddgena humano/camundongo 2003.
. , .. Heikkinen et al,
2Q175 CS7BL/6 | 198 Htt murina Exon I Htt quimérica | 515 "\ ronatied er
endogena humano/camundongo
al, 2012.
ijggg’ 58 ) Wheeler et al,
Htt murina Exon 1 Htt quimérica 1999; Wheeler et
HdhQ80 C57BL/6 80 .
HdhQ92 9 endogena humano/camundongo al, 2000; Trueman
HdrQ111 111 et al, 2008
ijgigb ?80 Sathasivan et al,
HAhQ150 150 . CAG expandidono | 2013; Linetal,
Htt murina 2001, Woodman et
HdhQ200 C57BL/6 200 ; exon 1 camundongo
endogena al,2007; Heng et
HdhQ 250 250 Hitt al. 2007: Heng et
HdhQ 315 315 ’ ’
HdhQ 365 365 al, 2010.
. CAG expandido no
HdhQ150 CBA/Ca 150 Hu murina exon 1 camundongo Woodman et al,
endogena Hit 2007.

Fonte: Adaptado de Farshim e Bates, 2018.

3.1.2 Modelo animal YAC128 da DH

Atualmente, existem alguns modelos de animais transgénicos disponiveis para estudar
a DH (Ehrnhoefer et al., 2009; Hickey & Chesselet, 2003). Os camundongos YAC128
expressam o gene inteiro humano da DH com aproximadamente 128 repeticdes de CAG e
apresentam uma degeneracdo seletiva dos neurdnios estriatais com uma deterioragdo motora
progressiva ¢ uma sobrevida longa (Slow et al., 2003). Sendo assim, essa linhagem ¢
considerada a mais representativa da condi¢do humana (Van Raamsdonk, Warby, et al., 2007).
Os camundongos YAC128 exibem comprometimento motor bifasico com um periodo inicial
de hiperatividade seguido por uma fase hipoativa, semelhante ao que ¢ observado em individuos
humanos portadores da DH (Van Raamsdonk, Metzler, et al., 2007). O aparecimento dos
déficits motores esta correlacionado com a perda dos neurdnios estriatais nos camundongos
YACI128 (Slow et al., 2003). Estudos tém indicado que os camundongos transgénicos YAC128
desenvolvem déficits cognitivos moderados, que precedem o aparecimento das anormalidades
motoras e estes progridem com a idade (Van Raamsdonk, Pearson, Slow, et al., 2005), bem
como também apresentam comportamento tipo-depressivo nos estagios iniciais da DH (Pouladi

et al., 2009) (Figura 3.2).
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As similaridades entre o fen6tipo dos camundongos YAC128 com a condi¢cao humana
faz deste modelo transgénico uma boa ferramenta para estudar os mecanismos implicados na
fisiopatologia dessa doenca e para testar potenciais estratégias terap€uticas que possam

modificar o curso da progressao da DH (Gil-Mohapel, 2012).

Figura 3.2 — Linha do tempo que correlaciona as mudangas comportamentais e
neuropatoldgicas da DH em camundongos YAC128.
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Legenda: Os camundongos YAC128 apresentam déficits cognitivos aos 2 meses de idade, disfung@o motora,
comportamento tipo-depressivo ¢ diminuigdo da proliferagdo celular hipocampal aos 3 meses, seguido por
neuropatologia seletiva no estriado aos 8 meses e diminuigdo do volume cortical aos 12 meses. Fonte:
Adaptado de (Pouladi et al., 2009)

3.2 ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL

O ambiente enriquecido (AE) ¢ definido como uma combinagao de estimulos complexos
de objetos inanimados e sociais que influenciam aspectos morfofuncionais encefélicos por
aumentar a estimulacdo sensorial, cognitiva, motora e de interacdo social (Gelfo et al., 2011)
quando comparado com a condi¢ao padrao de habitacao.

O AE ¢ um paradigma amplamente usado para investigar a influéncia da experiéncia
sensorial no encéfalo e no comportamento (Diamond, 2001; Rosenzweig, 1966; van Praag et
al., 2000). Os animais “enriquecidos” sdo criados em grandes grupos em gaiolas largas onde
uma variedade de brinquedos, tuneis, material de nidificagdo e escadas estdo presentes e
trocados com frequéncia. Além disso, os animais normalmente tém a oportunidade de praticar
atividades fisicas voluntdrias nas rodas. Assim, os animais no AE tém a oportunidade de
interagdes sociais aprimoradas, estimulos multissensoriais continuos proporcionados pela

novidade de novos objetos e altos niveis de atividade fisica (Spolidoro et al., 2009) (Figura 3.3).
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Figura 3.3 — Enriquecimento ambiental.
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Legenda: Enriquecimento ambiental e os efeitos da estimulag@o sensorial, cognitiva e motora aprimorada em
diferentes areas do cérebro. Adaptado de Nithianantharajah & Hannan, 2006.
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O AE pode promover ativagdo neuronal, sinalizagdo celular e plasticidade em varias
regides do encéfalo. O aumento da estimulacdo sensorial e visual ativa os cortices
somatossensorial e visual, respectivamente. O aumento da estimulagdo cognitiva, como por
exemplo, a codificacdo de informagdes relativas ao espago, o reconhecimento de objetos, a
novidade e a modulagdo da atencao sdo capazes de ativar o hipocampo e outras areas corticais.
Além disso, o refor¢o da atividade motora e exploratoria estimula areas como o cortex motor e
cerebelo (Nithianantharajah & Hannan, 20006).

Muitos estudos com roedores tém demonstrado os beneficios do AE para a estimulacdo
de diferentes regides do encéfalo, influenciando a neuroquimica e neuroanatomia, refletindo no
aumento das atividades sensoriais-motoras, interagdes sociais, performances cognitivas e
estimulacdo da plasticidade cerebral (Rosenzweig, 1966). Em roedores, o AE pode ser
proporcionado de diferentes maneiras: fornecendo contato social (par, grupo, permanente,
temporario), atividade fisica utilizando rodinhas de corrida, recintos novos, maiores € mais
complexos, objetos e acessorios novos, estimulo sensorial (visual, auditivo e olfatorio), e uma
melhor nutri¢ao (Singhal et al., 2014) (Figura 3.4). Abordagens equivalentes ao AE podem ser
aplicadas em humanos. A exposi¢do ao AE em humanos ¢ capaz de promover estimulacido

mental, os exercicios aerobicos modulam a neuroplasticidade e melhoram a capacidade de



69

resposta aos novos desafios e fungdes psicossociais (Singhal et al., 2014). Além disso, o AE ¢
bem conhecido por prevenir o declinio cognitivo relacionado com a idade (Freret et al., 2012)
e amenizar esta ocorréncia nos modelos de doengas neurodegenerativas em roedores
(Nithianantharajah & Hannan, 2006; van Praag et al., 2000). Mesmo quando aplicado em
roedores adultos saudaveis, o AE de uma forma geral promove uma melhora na execucao da
memoria espacial (Huang et al., 2007; Kempermann, Brandon, et al., 1998) e memoria nao
espacial (Bruel-Jungerman et al., 2005; Rampon et al., 2000; Tang et al., 2001). Em roedores,
o AE também possui efeito tipo-ansiolitico (Benaroya-Milshtein et al., 2004; Galani et al.,
2007) e tipo-antidepressivo (Hattori et al., 2007; Jha et al., 2011; Llorens-Martin et al., 2007;
Xu et al., 2009).

Figura 3.4 — Métodos de enriquecimento ambiental para roedores em cativeiro.
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Legenda: Enriquecimento ambiental para roedores em cativeiro pode ser obtido fornecendo contato social (par,

grupo, permanente, temporario), atividade fisica utilizando rodinhas de corrida, recintos novos, maiores e mais

complexos, objetos e acessorios novos, estimulo sensorial (visual, auditivo e olfatdrio), e uma melhor nutri¢ao.
Fonte: Adaptado de Singhal et al., 2014.

Algumas alteragdes neurobioldgicas que podem estar relacionadas com a exposi¢ao ao
AE tém sido estudadas. Estudos com roedores alojados em um AE demonstram que ha um
aumento na espessura cortical (Bennett et al., 1969; DIAMOND et al., 1964), bem como no
volume hipocampal (Kempermann et al., 1997). A exposi¢do ao AE aumenta a plasticidade
cerebral por meio de diferentes fatores de crescimento, como o BDNF (Ickes et al., 2000), e

aumento da concentragdo de serotonina e noradrenalina hipocampal (Brenes et al., 2009; Galani

et al., 2007).
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Devido a perda de fung¢do da htt selvagem nos cérebros de individuos portadores da DH,
a expressdo de BDNF estd reduzida, o que ocorre também em diversos modelos animais da DH
(Pang et al., 2006; Zuccato & Cattaneo, 2007; Zuccato et al., 2001; Zuccato et al., 2005; Zuccato
et al., 2008). Esta redugao da expressao de BDNF se correlaciona com os déficits dependentes
do hipocampo como aprendizagem e memoria (Giralt et al., 2009; Grote & Hannan, 2007;
Martinowich et al., 2007), e com a diminui¢do da neurogénese hipocampal (Gil-Mohapel et al.,
2011), que ocorrem antes do inicio do aparecimento dos sintomas motores em diferentes
modelos animais da DH (Lione et al., 1999; Murphy et al., 2000; Nithianantharajah et al., 2008;
Pang et al., 2006).

Ainda, alteragdes em diferentes sistemas de neurotransmissores, por exemplo,
colinérgicos (Bennett et al., 1969; Del Arco et al., 2007; Rosenzweig, 1966; van Praag et al.,
2002), serotoninérgicos (Rasmuson et al., 1998), dopaminérgico (Bezard et al., 2003; Bowling
et al., 1993; Del Arco et al., 2007; Faherty et al., 2005; Wagner et al., 2005; Zhu et al., 2005) e
glutamatérgico (Bredy et al., 2004; Foster et al., 1996; Melendez et al., 2004; Mlynarik et al.,
2004; Naka et al., 2005; Wood et al., 2005) podem ocorrer como consequéncia de viver em um
ambiente enriquecido (AE). De acordo com Mora et al. (2007), o enriquecimento ambiental
produz mudangas relevantes nas fungdes de diferentes sistemas de neurotransmissores em areas
especificas do encéfalo de animais jovens (Mora et al., 2007). Sendo assim, a modulagao
causada pela exposicdo a um AE nos neurotransmissores pode ter como consequéncia a

modulacdo da neurogénese, levando a melhora dos sintomas em condi¢des neurodegenerativas.

3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 Animais

Os camundongos transgénicos YAC128 e selvagens foram gentilmente doados pelo
Dr. Brian R. Christie da University of Victoria, Canada. A coldnia destes animais foi mantida
em gaiolas opacas de plastico (30 x 20 x 13 cm) no biotério setorial do Departamento de
Bioquimica na Universidade Federal de Santa Catarina (Floriandpolis, 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) até o inicio do protocolo experimental. O presente estudo foi
realizado com animais transgénicos YAC128 (n = 52) e selvagens (n = 47) de ambos os sexos

(48 fémeas e 51 machos), com idade de 2 meses no inicio do experimento (Protocolos CEUA:
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PP00944 e 4502210318). Os animais foram genotipados de acordo com o protocolo descrito

em (da Fonséca et al., 2018; de Paula Nascimento-Castro et al., 2018).

3.3.2 Genotipagem dos animais

Amostras de tecido da orelha, coletadas no momento do desmame dos camundongos
foram utilizadas para extragdo do DNA. As amostras foram incubadas em 300uL de solugao de
lise (250uL de solugao de lise nuclear, S0uLL de EDTA, 2uL de proteinase K (20mg/ml) e 2uLl
de solugdo de RNAse) por 3 horas a 55°C. Apds a digestdo, foram adicionados 100uL de
solugdo de precipitagdo proteica. Os tubos foram agitados, mantidos no gelo por
aproximadamente 5 minutos e centrifugados a 14000g durante 4 minutos. O sobrenadante foi
coletado e transferido para um tubo eppendorf contendo 300uL de alcool isopropilico. As
amostras foram novamente centrifugadas a 14000g durante 1 minuto e, posteriormente, o
sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 300uL de etanol 70% e, em seguida, os tubos
foram centrifugados a 14000g por 1 minuto. O alcool foi descartado e, apds a secagem completa
do tubo, o DNA foi reidratado com 50pL de agua livre de nuclease. A rea¢do em cadeia da
polimerase (PCR) foi realizada em tubos de 200uL por meio da adi¢do de mix contendo SpL
de Master Mix e 0,5uL de cada par de primer. Por tltimo, sdo adicionados 2 pL. de cada amostra
de DNA (volume final: 10 pL). O ciclo utilizado para a amplifica¢do foi: primeiro ciclo de 3
min. a 94°C, seguido de 35 ciclos de 30s a 94°C, 30s a 63°C e 30s a 72°C seguidos por 10min
a 72°C e a 4°C até a realizacdo da eletroforese. Os primers utilizados para a identificagdo do
genotipo foram: LYAI= 5 CCTGCTCGCTTCGCTACTTGGAGC 3, LYA2= 5’
GTCTTGCGCCTTAAACCAACTTGG 3, RYAl= 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 amplificagdo foi adicionado em gel de agarose 1,5% com 10,000X Syber e

visualizado em fotodocumentador ChemiDoc (Figura 3.5) (Hofstetter et al., 1997).
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Figura 3.5 — Exemplo do gel da genotipagem dos camundongos YAC128.

Legenda: Os simbolos (+) indicam animais positivos para a mutacdo (YACI128) e o (-) indicam animais
negativos para a mutagao (selvagens). Fonte: Autor, 2016.

3.3.3 Condicoes de habitacao

Ambiente Controle: O ambiente controle (AC) consistia em gaiolas opacas de plastico
medindo 41 x 34 x 16 cm onde ficavam até 6 animais cada, com 4gua e comida disponiveis.

Ambiente Enriquecido: O AE consistia em gaiolas opacas de plastico medindo 41 x
34 x 16 cm onde ficavam até 6 animais cada, com agua e comida disponiveis. Além disso,
nessas gaiolas os objetos expostos no quadro 3.1 eram inseridos alternadamente de 1 a 2 vezes

por semana, sendo de 3 a 5 objetos por gaiola.

Quadro 3.1 - Objetos utilizados no AE.
Rodas de correr de pléstico e metal de cores Blocos de montar de plastico de cores e
diferentes tamanhos diferentes

Material para toca e ninho de plastico e
algodao

Fonte: Autora, 2021. (Barra de escala = 1 cm)
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3.3.4 Protocolo Experimental

O protocolo experimental foi realizado em duas cohorts diferentes, cada uma delas
com animais machos e fémeas, selvagens e YACI128. Aos 60 dias de idade, cada cohort de
animais foi dividida em 2 grandes grupos (Figura 3.6):

I) Ambiente Controle (AC): camundongos YAC128 e selvagens foram mantidos em
caixas opacas de plastico (41 x 34 x 16 cm), de 4 a 6 animais por caixa, sem qualquer objeto;

IT) Ambiente Enriquecido (AE): camundongos YACI128 e selvagens foram mantidos
em caixas opacas de plastico (41 x 34 x 16 cm), de 4 a 6 animais por caixa, com diferentes
objetos de diferentes formas, tamanhos, cores e texturas, além de terem acesso a uma roda de
corrida voluntéria. A maioria dos objetos e suas localizagdes foram renovadas duas vezes na
semana para garantir a novidade (Bouet et al., 2011).

Os animais ficaram expostos por 60 dias consecutivos aos respectivos ambientes
(Figura 3). Durante a limpeza das caixas, que era realizada semanalmente, alguns objetos nao
foram mudados e nem limpos, bem como uma parte do material de nidificagdo da caixa anterior
foi colocada na caixa limpa a fim de limitar comportamentos interindividuais aversivos dos
machos (Van Loo et al., 2003).

Aos 121 dias de vida os animais da cohort 1 iniciaram uma bateria de testes
comportamentais sendo eles o Teste de Campo Aberto (TCA), Teste da Borrifada da Sacarose
(TBS) e por fim o Teste de Suspensao pela Cauda (TSC). Em seguida foram eutanasiados e e
tiveram o tecido cerebral processado para avaliar a expressdo de GFAP através de imuno-
histoquimica.

Aos 121 dias de vida os animais da cohort 2 iniciaram uma bateria de testes
comportamentais sendo eles Teste do Labirinto Aquatico em T (TLAT) do dia 121 ao dia 131;
TCA, no dia 132; seguido pelo TBS, também no dia 132; e por fim o TSC, também no dia 132.
Apos os testes, no dia 133 de vida, os animais da cohort 2 foram pesados, em seguida,
eutanasiados e tiveram o tecido cerebral processado para avaliar as monoaminas Dopamina
(DA), Serotonina (SHT) e Noradrenalina (NA) na regido da formacao hipocampal, do estriado

e do cortex pré-frontal.
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Figura 3.6 - Representacdo esquematica do protocolo experimental e dos grupos.

7
| Nascimento | | Genctipagem |
Ambiente Selvagens
Cohort 1 controle YAC128 Eutanasia e imuno-
n=7-10 - » | histoquimica para
- Ambiente
enriquecido
Dia 121
Ambiente
Cohort 2 controle Eutanasia e
n=7-9 _ —— - m—p| avaliagio
Ambiente 7 monoaminérgica
enriquecido =
L Dia 0 Dia 22 Dia 60 Dia 90 Dia 120 Dia 131 Dia 133 y

Legenda: As duas cohorts de animais foram genotipadas com 22 dias (desmame) e, quando completarem 60 dias
de idade, foram randomicamente divididas em 4 grupos cada: Camundongos Selvagens AE ¢ AC e
Camundongos YAC128 AE ¢ AC. Permaneceram nos respectivos ambientes até os 120 dias de vida. Apds, a
cohort 1 passou por testes comportamentais, eutanasia e avaliagdo imuno-histoquimica para GFAP e a cohort 2
passou por testes comportamentais, eutanasia e availagdo monoaminérgia.

3.3.5 Testes Comportamentais

Ao completar 4 meses de idade e apds 2 meses de exposicao nos respectivos ambientes
(AE ou AC), os animais foram avaliados por meio de uma bateria de testes comportamentais
descritos a seguir:

a) Teste do campo aberto

Para avaliar os efeitos da exposi¢do dos camundongos selvagens e camundongos
YACI128 ao AE na atividade locomotora e exploratoria, foi realizado o Teste do Campo Aberto
(TCA) conforme descrito anteriormente (Walsh & Cummins, 1976). A tendéncia natural do
animal em um ambiente novo ¢ a de explora-lo, apesar do estresse e do conflito provocado pelo
ambiente novo (Prut & Belzung, 2003). O aparato consiste em uma caixa de madeira medindo
40 x 60 x 50 cm. O chao da arena foi dividido virtualmente em 2 regides: centro e periferia. A
distancia percorrida e o tempo gasto no centro e na periferia da arena foram medidos durante
um periodo de 6 minutos usando o programa Any-Maze (versao 4.72, 2010; Stoelting
Company, Illinois, EUA). O aparato foi limpo com uma solu¢do de etanol a 10% entre os

ensaios para eliminar os odores dos animais (Figura 3.7).
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Fi

ura 3.7 — Teste do campo aberto

e |

Fonte: Do autor, 2019.

b) Teste da Borrifada da Sacarose

O TBS, adaptado do protocolo previamente descrito por Isingrini et al. (2010), consiste
em borrifar uma solu¢do de sacarose 10% sob o dorso do animal (Isingrini et al., 2010). Devido
a sua viscosidade, a solucdo de sacarose suja o pelo do animal e ele inicia o comportamento de
autolimpeza (grooming), indicando um sinal de autocuidado. A laténcia para iniciar o
comportamento de autolimpeza e o tempo total de limpeza no periodo de 5 minutos foram
registrados. Pela solugdo ser palatavel, o tempo que o animal passa se limpando pode ser
interpretado como uma mensuragdo de comportamento tipo-anedonico. O aparato foi limpo
com uma solucdo de etanol 10% entre os testes, a fim de eliminar pistas olfativas aos animais

(Figura 3.8).

Figura 3.8 — Teste da borrifada da sacarose.

Fonte: Do autor, 2019.
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c) Teste de Suspensdo pela Cauda

Para a avaliagdo do comportamento tipo-depressivo foi utilizado o TSC. O
experimento consistiu em fixar a extremidade distal da cauda do animal com fita adesiva, a 60
cm de altura do chao, mantendo-o na vertical, de cabega para baixo. Dessa forma, cada animal
foi suspenso pela cauda durante 6 min, sendo quantificado o tempo total de imobilidade (em
segundos) do animal. A imobilidade foi definida pela auséncia de movimentos, incluindo
balancos passivos do corpo. O animal submetido a essa situacdo de estresse inescapavel
apresenta dois tipos de comportamentos alternados, a agitagdo, caracteristica da tentativa de
escape, ¢ a imobilidade. Farmacos antidepressivos, utilizados na clinica sdo capazes de reduzir
o tempo de imobilidade de animais submetidos ao TSC, nesse sentido, o aumento do tempo de
imobilidade esta relacionado a comportamentos do tipo-depressivo (Cryan et al., 2005; Steru et

al., 1985) (Figura 3.9).

Figura 3.9 — Teste de suspensao pela cauda.

Fonte: Do autor, 2019.

d) Teste do Labirinto Aquaticoem T

O teste de natagdo no labirinto em T foi utilizado para avaliagdo da aprendizagem
procedural e espacial (localizagdo da plataforma em um labirinto) (Van Raamsdonk, Pearson,
Slow, et al., 2005). O aparato para o teste foi construido em acrilico transparente, com os bragos
de 30 cm de altura e 7 cm de largura. A base do labirinto tem 21,5 cm de comprimento e os
dois bragos laterais perpendiculares de 37 cm de comprimento. Para a execucdo do teste, o
aparato foi preenchido com dgua até uma profundidade de 22,5 cm a 23 + 2°C. Uma plataforma
de fuga, de acrilico transparente, foi utilizada (Brooks et al., 2012). O tempo para alcangar a
plataforma e o caminho percorrido (n° de entrada nos bragos) foram registrados. Na 1? fase, a

plataforma ¢ posicionada no final do brago direito do labirinto e os animais colocados na base
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do labirinto. Os camundongos foram submetidos a 4 sessdes por dia espagadas por 45 minutos
por 3 dias.

Além da fase de aprendizagem (1? fase), foi realizado o teste de inversao de estratégia
no labirinto em T (2* fase). Apods 1 dia de intervalo, a 2* fase foi realizada para avaliagdo da
capacidade dos animais de substituir uma estratégia aprendida anteriormente. A plataforma foi
colocada no final do braco esquerdo do labirinto em T e, novamente, o tempo para alcangar a
plataforma e o caminho percorrido (n° de entrada nos bracos) foram registrados. Os
camundongos foram submetidos a 4 sessdes por dia espagadas por 45 minutos por 3 dias.

Os resultados foram expressos como a média de tempo gasto para alcangar a
plataforma por sessdo. Adicionalmente, a analise de erros foi feita adotando uma pontuacdo de
0 ou 1 por sessdo. Zero quando os animais adotam o brago correto do labirinto e um quando
seguem o caminho errado (brago oposto a plataforma ou base do labirinto). Valores mais
proximos a 1 representam maior niimero de erros. Esta analise de erros fornece uma melhor
percepcao de como os grupos realizaram as tarefas de maneira diferente. Para excluir a
possibilidade de déficits motores influenciarem no desempenho do animal, a velocidade de
natagdo no T-maze foi calculada. Apés o teste de inversdo de estratégia, a velocidade de natagao
dos camundongos foi avaliada fazendo o bloqueio da base do labirinto em T e, assim, foi
mensurado o tempo que os animais levavam para nadar até a plataforma. Os camundongos
tiveram cinco tentativas separadas por 45 minutos e as ultimas 4 sessdes foram usadas para
calcular a velocidade de natacdo. O teste do labirinto em T foi escolhido porque os animais
FVB/N possuem degeneracdo da retina (Huerta et al., 1999; Taketo et al., 1991) e esse teste ndo

depende de pistas visuais externas (Van Raamsdonk, Pearson, Slow, et al., 2005) (Figura 3.10).

Fonte: Do autor, 2019.
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3.3.6 Imuno-histoquimica para GFAP

Aos 121 dias de idade, os animais foram anestesiados intraperitonealmente (i.p.) com
quetamina (100 mg/Kg) e xilazina (8 mg/Kg) e perfundidos com solucdo salina 0,9%, seguida
de paraformaldeido 4%. Os encéfalos foram removidos da calota craniana e ficaram por 12h
em solucdo de paraformaldeido 4%, e depois foram colocados em solugdo de sacarose a 30%.
ApoOs a saturagdo, cortes seriados de 30um de espessura foram feitos utilizando o vibratomo
(Vibratome, Series 1000, St. Louis, MO, EUA). As fatias foram coletadas em 1/6 séries e
mantidas em solu¢do de PBS (salina tamponada de fosfato) com azida 0,05%. Para avaliar a
astrocitose no GD da formagao hipocampal realizou-se imuno-histoquimica para marcar GFAP
em uma série de fatias cerebrais. Logo apds a lavagem com PBS 0,1 M, o tecido foi bloqueado
com solugdo de bloqueio a 5% (soro de cabra normal a 5% em PBS 0,1M e Triton X-100 a
0,25%) e incubado com um anticorpo primario de coelho anti-GFAP (DAKO, Z0334) 1:1000
por um periodo de 36 horas a uma temperatura de 4°C. As fatias foram lavadas (PBS 0,1M e
Triton X-100 a 0,25%) e bloqueadas novamente (soro de cabra normal a 2% em PBS 0,1M com
Triton X-100 a 0,25%) por 10 min em temperatura ambiente. Em seguida, incubou-se as fatias
com um anticorpo secundario anti-coelho conjugado com biotina (1:200, Vector Laboratories)
dissolvido em solugdo de bloqueio a 2% a temperatura ambiente durante 2 horas, ao abrigo de
luz. Depois de lavados novamente (PBS 0,1M) as fatias receberam streptavidin conjugada com
fluor6foro Alexa Fluor 488 diluido em PBS 0,1M e Triton X-100 a 0,25% durante 2 horas, ao
abrigo de luz. Apo6s novas lavagens (PBS 0,1M) as fatias foram montadas em laminas
gelatinizadas (revestidas de gelatina 2%). Depois de secar por cerca de 5 minutos as fatias foram

cobertas com a laminulas em meio de montagem DPX (Sigma-Aldrich) e armazenadas a 4°C.

3.3.6.1 Quantificagdo Morfologica

A quantificacdo morfologica foi realizada em imagens capturadas através do
escaneador de laminas ZEISS Axio Scan.Z1 (Jena, Turingia, Alemanha), com objetiva de 20x,
com auxilio do programa ZEN Wildfield 2012 Blue Edition. Todas as imagens foram
capturadas com as mesmas configuracoes de iluminagdo e brilho. A densidade de células
GFAP-positivas por mm? e a intensidade de fluorescéncia foram estimados através de quadros
desenhados, com o programa ZEN Wildfield, no GD da formag¢do hipocampal (Viola et al.,
2009). Foram escolhidas quatro fatias por individuo, entre o Bregma 1,34 a 3,52, dos cortes

coronais, sendo duas fatias aleatorias da por¢ao dorsal do GD (Bregma 1,34 a 2,30) e duas fatias
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aleatorias da porcao ventral do GD (Bregma 2,30 a 3,52) (Franklin & Paxinos, 2019). Entao foi
desenhado um quadro de 0,04mm? nas respectivas fatias, resultado em dois quadros na regido
dorsal e dois na regido ventral, possibilitando assim a avaliagao separada por regioes. As células
GFAP-positivas em cada quadro e na intersec¢ao das bordas inferior e esquerda de cada quadro

foram contatadas (Figura 3.11).

Fi

ura 3.11 — Area de avaliagio de GFAP.

# <

Legenda: Imuno-histoquimica para GFAP, exemplificando em vermelho area de avaliagdo de densidade de
células positivas e intensidade de fluorescéncia para GFAP no GD da formagao hipocampal. Fonte: Do autor,
2019.

3.3.7 Analise dos niveis de monoaminas

Os animais da cohort 2 foram eutanasiados no dia 133 de vida, apds a realizagdo dos
testes comportamentais, e tiveram o tecido cerebral processado para avaliar as monoaminas. Os
niveis de monoaminas DA, NA e 5-HT foram avaliados por HPLC (do inglés, High
Performance Liquid Chromatography) e detectados por fluorescéncia (De Benedetto et al.,
2014) em homogenatos de cortex pré-frontal, hipocampo e estriado dos camundongos
selvagens e YAC128. As amostras cerebrais foram homogeneizadas em acido perclorico 0,2 M
contendo 3 mM de cisteina a 1:5 (p:v). O homogenato foi centrifugado a 12.000 x g, por 10 min
a 4 °C e o sobrenadante resultante foi congelado (-80 °C) para andlise subsequente. Uma curva
padrao foi realizada com concentragdes variando de 0,016 a 2,50 ng/uL e utilizada para estimar
os niveis de DA, 5-HT e NA. O aparelho de HPLC utilizado era da Jasco® (sistema LC-2000
Plus), usando uma coluna ACE® C18 Ultra-Inert, a uma taxa de fluxo de 0,6 ml/minuto. As
monoaminas foram eluidas em solugao isocratica de acetato (acido acético 12 mM, EDTA 0,26
mM) e metanol (86:14 v/v). A fluorescéncia foi monitorada utilizando comprimento de onda

de excita¢dao a 279 nm e comprimento de onda de emissao a 320 nm.
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3.3.8 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Statistica 13 (StatSoft
Inc., Tulsa, OK, EUA) e GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, Boston, Massachusetts
EUA). Todos os dados foram analisados quanto a sua normalidade, utilizando o teste de
Kolmogorov-Smirnof. Os resultados foram analisados por anélise de varidncia (ANOVA) de
duas vias para gendtipo (selvagem x YAC128) e ambiente (controle x enriquecido), seguida do
teste de comparacdo multiplas entre as médias post-hoc de Fisher LSD (diferenga minima
significativa, do inglés least significant difference). Os dados de velocidade no TCA e tempo
no TLAT foram analisados por ANOVA de medidas repetidas seguida de teste de post-hoc de
Fisher LSD. Os dados do caminho para encontrar a plataforma no TLAT foram avaliados por
teste de qui-quadrado. O coeficiente de correlacdo de Pearson e de Spearman foram utilizados
para determinar associagdes entre variaveis com distribui¢do normal e sem distribui¢do normal
respectivamente. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.)

e foram considerados significativos os valores de p < 0,05.
3.4 RESULTADOS
3.4.1 Peso Corporal

A avaliagdo do peso corporal dos camundongos, através de ANOVA de duas vias
revelou que nao houve efeito do genotipo [F(1, 32) = 2.66; p = 0.11], nem do ambiente [F(1,
32) =0.09; p = 0.77], tdo pouco da interagdo entre os dois fatores [F(1, 32) = 2.20; p = 0.15]

(Tabela 3.2).

Tabela 3.2 — Peso corporal de camundongos selvagens e YAC128 expostos ao AC e ao AE.

Ambiente Genétipo Peso corporal (g) N
Selvagem 26.78 £0.74 09 (4F-5M)
Controle
YACI28 26.9+1.00 10 (6F—4M)
) ] Selvagem 25.29+0.68 07 (4F-3M)
Enriquecido
YACI28 27.90 +0.74 10 (4F-5M)

Dados representam média +E.P.M. F = Fémeas M = Machos.
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3.4.2 Avaliacio Comportamental

3.4.2.1 Avaliag¢do da locomogdo e do comportamento do tipo-ansioso em camundongos

selvagens e YAC128 expostos ao AE

Na distancia total percorrida no TCA a ANOVA de duas vias ndo revelou efeitos do
genotipo [F(1,32)=0,11; p=0,74], nem do ambiente [F(1, 32) =0,52; p = 0,47], ou interagao
entre ambiente e genotipo [F(1, 32) = 3,19; p = 0,08]. Quanto ao parametro do tempo de
permanéncia no centro do aparato, a ANOVA de duas vias revelou que também nao houve
efeito significativo do genétipo [F(1, 32) =2,04; p = 0,16], nem do ambiente [F(1, 32)=0,52;
p = 0,47], ou interacdo entre ambiente e genotipo [F(1, 32)=0,96; p = 0,33] (Figura 3.12 A-B).

Ainda no TCA foi perceptivel uma mudanca de velocidade dos animais ao longo dos
6 min de avaliacdo. Entdo realizou-se uma avalia¢do da velocidade média dos animais a cada
segmento de 30 segundos do teste. A ANOVA de duas vias de medidas repetidas revelou um
efeito por segmento do teste [F(11,539)=7,02; p<0,01] e um efeito da interacdo entre
segmento e grupo [F(3, 49) = 1,28; p = 0,01]. O teste post-hoc de Fisher LSD demonstrou que,
nos primeiros 30 segundos do TCA, os camundongos YAC128 expostos ao AC apresentaram
uma velocidade média significativamente menor do que os camundongos selvagens expostos
ao AC (p=10,02) e do que os camundongos YAC128 expostos ao AE (p <0,01) (Figura 3.12
O).
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Figura 3.12 — Avaliagdo dos efeitos do AE no teste do campo aberto (TCA).
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Legenda: Efeitos do AE em camundongos selvagens e YAC128 no teste do CA. A) Distancia total percorrida no
TCA. B) Tempo gasto no centro do TCA. C) Velocidade média por segmento de 30 s no CA.*p < 0,05 grupo
YACI128 exposto as AC em comparagdo com o grupo selvagem exposto ao AC no mesmo segmento de tempo;
#p < 0,05 grupo YAC128 exposto ao AC em comparagdo com o grupo YAC128 exposto ao AE no mesmo
segmento de tempo.

3.4.2.2 Avaliagdo do comportamento do tipo-depressivo e anedonico em camundongos

selvagens e YAC128 expostos ao AE

No TSC foi avaliado o tempo de imobilidade dos animais no periodo de 6 minutos. A
ANOVA de duas vias mostrou efeito do gendtipo [F(1, 32) = 6,67, p = 0,01], também mostrou
efeito do ambiente [F(1, 32) = 8,81, p <0,01]. No entanto, ndo houve efeito da interagdo entre
genotipo e ambiente [F(1, 32) = 1,32, p = 0,26]. O teste post-hoc de Fisher LSD demonstrou
que os camundongos YAC128 expostos ao AC permaneceram mais tempo imdveis do que os

animais selvagens expostos ao AC (p < 0,01) e do que os camundongos YAC128 expostos ao

AE (p <0,01) (Figura 3.13 A).
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A andlise realizada a partir do TBS possibilitou verificar o tempo de laténcia para
inicio da autolimpeza e o tempo de autolimpeza durante o periodo de 5 minutos. Na laténcia a
ANOVA de duas vias ndao demonstrou efeito do genétipo [F(1, 32) = 3,07; p = 0,09), nem do
ambiente [F(1, 32) = 0,42; p=0,52] ou da interagao entre genotipo e ambiente [F(1, 32)=0,19;
p = 0,66]. Quanto ao tempo de autolimpeza a ANOVA de duas vias demonstrou efeito do
genotipo [F(1, 31) = 4,47; p = 0,04), mas nao do ambiente [F(1, 31) = 0,38; p = 0,53] ou da
interacao entre gendtipo e ambiente [F(1, 31) =2,20; p =0,15]. O teste post-hoc de Fisher LSD
demonstrou que os camundongos YAC128 expostos ao AC apresentaram menor tempo de

grooming do que camundongos selvagens expostos ao AC (p < 0,05) (Figura 3.13 B-C).

Figura 3.13 — Avaliacdo do comportamento do tipo-depressivo e tipo-anedonico em
camundongos expostos ao AE.
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Legenda: Efeitos do AE em camundongos selvagens € YAC128 no TSC e no TBS. A) Tempo de imobilidade no
TSC. B) Tempo de laténcia para inicio do grooming no TBS. C) Tempo de grooming. No TBS. *p < 0,05 em
comparagdo com o grupo selvagem exposto ao AC. #p < 0,05 em comparacao com o grupo YAC128 exposto ao
AC.
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3.4.2.3 Avaliagdo de aprendizado procedural e espacial em camundongos selvagens e YAC128

expostos ao AE

A andlise realizada no TLAT foi realizada para verificar o aprendizado procedural e
espacial ( (Van Raamsdonk, Pearson, Slow, et al., 2005). A ANOVA de duas vias com medidas
repetidas (sessdes) revelou um efeito das sessoes [F(11, 352) = 14,64; p < 0,01 e do ambiente
ao longo das sessoes [F(11,352)=2,42; p < 0,01]. O teste post-hoc de Fisher LSD demonstrou
que na primeira sessao do dia 1 os animais transgénicos expostos ao AE levaram mais tempo
para encontrar a plataforma do que os animais transgénicos expostos ao AC (p <0,01). Além
disso, em todos os grupos o tempo para alcangar a plataforma diminuiu ao longo das sessoes
comparando com o respectivo grupo na primeira sessao. A fase reversa do TLAT foi realizada
para verificar a capacidade de mudanca de estratégia e a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas (sessdo) revelou um efeito ao longo das sessoes [F(11, 352) = 18,83; p <0,01]. O teste
post-hoc de Fisher LSD demonstrou que todos os grupos encontraram a plataforma mais
rapidamente em todas as sessdes comparando com o respectivo grupo na primeira sessdo. A
fase motora do TLAT foi realizada a fim de descartar possiveis alteragdes motoras que
interferissem na natagdo dos animais. Nessa fase ndo houve diferenca significativa entre os
grupos no tempo para alcangar a plataforma ao longo das sessdes (Figura 3.14). O caminho
percorrido por cada animal também foi avaliado. A natacdo na direcdo correta da plataforma
(lado direito na fase normal e lado esquerdo na fase reversa) recebeu arbitrariamente uma
pontuacdo 0, enquanto a natagao ao lado oposto recebeu uma pontuagao 1. O teste qui-quadrado
revelou que na terceira sessdao do segundo dia (sessao 7) os camundongos YAC128 expostos ao

AE erraram significativamente mais vezes o caminho para plataforma (y*> = 8,49; p = 0,04).
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Figura 3.14 — Avaliagdo dos efeitos do AE no teste do labirinto aquatico em T (TLAT).
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Legenda: Efeitos do AE em camundongos selvagens ¢ YAC128 no TLAT. A) Tempo de natagdo até a
plataforma na fase normal. B) Tempo de natag@o até a plataforma na fase reversa. C) Tempo de natagdo até a
plataforma na fase motora. D) Caminho percorrido para chegar na plataforma na fase normal. E) Caminho
percorrido para chegar a plataforma na fase reversa. F) Esquema do protocolo do TLAT.

3.4.3 Avaliacao dos Niveis de Monoaminas

Os niveis de monoaminas (DA, NA e 5-HT) foram avaliados no hipocampo, cortex
pré-frontal e estriado dos animais pela técnica de HPLC, baseado em suas autofluorescéncias.
As monoaminas ndo apresentaram diferengas entre os grupos nas trés regides cerebrais

analisadas (CPF, EST e HIP) (Figura 3.15).
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Figura 3.15 — Avaliagdo dos efeitos do AE sobre as monoaminas encefalicas.
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Legenda: Efeitos do AE sobre as monoaminas encefélicas em camundongos selvagens ¢ YAC128. A)
Noradrenalina do cértex pré-frontal (CPF). B) Noradrenalina no estriado (EST). C) Noradrenalina no hipocampo
(HIP). D) Serotonina no CPF. E) Serotonina no EST. F) Serotonina no HIP. G) Dopamina no EST.

3.4.4 Efeito do AE Sobre a Expressiao de GFAP no GD da Formacao Hipocampal

A imuno-histoquimica para GFAP foi utilizada para avaliar intensidade de
fluorescéncia e a densidade de células da glia na regido total do GD da formagado hipocampal,
sendo considerado também as sub-regides dorsal e ventral do GD (Figura 3.16).

A ANOVA de duas vias revelou que a intensidade de fluorescéncia no GD total ndo
sofreu efeito significativo do gendtipo [F (1, 15) =2,46; p =0,14], nem do ambiente [F(1, 15) =
0,78; p = 0,39], tampouco da interagdo entre os dois fatores [F (1, 15) = 0,05; p = 0,83]. Por
outro lado, ao avaliarmos a regido dorsal do GD separadamente, revelou-se um efeito
significativo do gendtipo sobre intensidade de fluorescéncia [F(1, 15 =4,67; p < 0,05]. Porém
o ambiente [F(1, 15) = 1,41; p =0,25] e a interacao [(F1, 15) = 0,07; p =0, 80] dos dois fatores
nao causou efeito na intensidade de fluorescéncia dorsal. A regido ventral do GD nao sofreu
efeito do gendtipo [F(1, 15) = 0,90; p = 0,36], nem do ambiente [F(1, 15) = 0,30; p = 0,59],
tampouco da interagdo entre os dois fatores [F(1, 15) =0,03; p = 0,87] (Figura 3.16 B-D).

A quantidade de células GFAP-positivas foi analisada através de ANOVA de duas vias
que revelou que no GD total ndo ouve efeito significativo do gendtipo [F (1, 17) = 0,80; p
=0,38], nem do ambiente [F(1, 17)=0,16; p=0,70], tampouco da interacao entre os dois fatores

[F (1,17) =0,11; p = 0,74]. Ao avaliarmos a regido dorsal do GD separadamente, vimos que
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nao houve um efeito significativo do gendtipo sobre quantidade de células positivas para GFAP
[F(1, 17 = 2,25; p = 0,15]. Também nao houve efeito do ambiente [F(1, 17) = 0,15; p =0,70]
nem da interacao [(F1, 17) = 0,27; p =0,61] dos dois fatores ndo causou efeito na intensidade
de fluorescéncia dorsal. A regido ventral do GD também nao sofreu efeito do gendtipo [F(1,
17)=0,23; p=0,64], nem do ambiente [F(1, 17) =0,08; p=0,79], tampouco da interacdo entre
os dois fatores [F(1, 17) = 0,07; p = 0,807] (Figura 3.16 E-G).

Figura 3.16 - Imuno-histoquimica para GFAP em camundongos selvagens e YAC128.
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Legenda: Imuno-histoquimica para GFAP em camundongos selvagens e YAC128 expostos ao ambiente controle
e ao ambiente enriquecido. A) Figuras representativas da imuno-histoquimicas para GFAP no giro denteado do
hipocampo. B-D) Efeitos do AE sobre a imunomarcagdo de GFAP na formagao hipocampal de camundongos
selvagens e YAC128. B) Intensidade de fluorescéncia no hipocampo. C) Intensidade de fluorescéncia na regiao
dorsal do hipocampo. D) Intensidade de fluorescéncia na regido ventral do hipocampo. E-G) Efeitos do AE sobre
a quantidade de células da glia da formagao hipocampal. E) Quantidade de células da glia no hipocampo. F)
Quantidade de células da glia na regido dorsal do hipocampo. G) Quantidade de células da glia na regido ventral
do hipocampo.
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3.5 DISCUSSAO

A investigacdo dos mecanismos envolvidos na DH com o intuito de encontrar
estratégias para a modulagdo dos sintomas pré-motores e motores utiliza-se de modelos animais
como o camundongo transgénico YAC128. Estudos de enriquecimento ambiental usando
modelos de camundongos transgénicos de doencas neurodegenerativas revelaram interagdes
gene-ambiente e plasticidade dependente da experiéncia (Nithianantharajah & Hannan, 2006).
Dentro desta perspectiva, neste estudo avaliou-se como o AE poderia afetar o comportamento
do camundongo YAC128, modelo animal da DH.

Neste estudo, a avaliagdao do peso corporal ndo revelou diferencas significativas entre
os grupos. Esta constatagdo esta alinhada com resultados de outros estudos que também nao
encontraram discrepancias no peso entre camundongos YAC128 e seus controle selvagens, seja
aos quatro meses de idade (Brooks et al., 2012) ou aos 20 meses de idade (Steventon et al.,
2015). E digno de nota que os estudos de Brooks e¢ Steventon envolveram a linhagem de
camundongos YAC128 cruzada com a linhagem C57BL6/J. Uma pesquisa conduzida por Van
Raamsdonk e colegas, que avaliou o peso de camundongos YACI128 de linhagens FVB/N e
C57BL6 aos doze meses de idade, encontrou um aumento de peso na linhagem FVB/N, mas
nao na linhagem C57BL6 (Van Raamsdonk, Metzler et al., 2007), sugerindo que a linhagem
também desempenha um papel no ganho de peso corporal. E importante ressaltar que embora
a perda de peso corporal seja documentada em estagios clinicos iniciais e posteriores da DH
(Djoussé et al., 2002);(Sanberg et al., 1981), os camundongos YACI128 apresentam ganho de
peso (Placido et al., 2023; Pouladi et al., 2010; Slow et al., 2003). Outro modelo transgénico
completo de DH, os camundongos BACHD, também exibiram ganho de peso (Pouladi et al.,
2010), enquanto os camundongos R6/2 apresentaram perda de peso (Sjogren et al., 2019).

Além disso, foi observado que o AE ¢ capaz de prevenir o ganho de peso, inclusive
em camundongos YACI128, embora esse efeito tenha sido registrado em camundongos com
apenas 2 meses de idade (Placido et al., 2023). No entanto, os resultados variam no que diz
respeito aos efeitos do enriquecimento cognitivo sobre o peso dos camundongos YAC128, com
alguns estudos ndo revelando impactos significativos (Steventon et al., 2015) ao passo que
Radulescu (2017) observou um aumento de peso nos camundongos YAC128 expostos ao AE.
O enriquecimento ambiental pode ser translacionado para condicdo humana de diferentes
formas, como por exemplo através da combinacdo de um estilo de vida ativo, incluindo fatores
de estimulagdo fisica, social e cognitiva (Schiefer et al., 2015). Em pacientes com DH um

programa de reabilitagdo de um ano, com foco em exercicios fisicos, atividades sociais, sessdes
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de grupo/ensino, além de implementagdo de cuidados de saude e servigos sociais coordenados
demonstrou uma melhora no indice de massa corporal dos pacientes (Piira et al., 2013).

Em nossa avaliagdo da locomogao e ansiedade no CA, os camundongos selvagens e
YACI128, com quatro meses de idade, expostos ao AC e ao AE, apresentaram distancia total
percorrida e tempo de permanéncia no centro do aparato semelhantes. Esse resultado foi
semelhante ao de Radulescu que também ndo encontrou diferengas entre camundongos
YACI128 e selvagens expostos ao AE no tempo de permanéncia no centro do aparato
(Radulescu, 2017). Nosso grupo também avaliou o comportamento no CA aos dois meses ¢
encontrou diferentes resultados, em um dos trabalhos ndo houve diferenca no tempo gasto no
centro e na periferia (Placido et al., 2023), porém em outro o comportamento do tipo-ansioso
foi reportado, pois os camundongos YAC128, aos dois meses de idade, ficaram menos tempo
no centro do CA (de Paula Nascimento-Castro et al., 2018). Aos trés meses de idade
camundongos YAC128 apresentaram hiperatividade no TCA, porém aos doze meses de idade
apresentaram hipoatividade no mesmo teste (Slow et al., 2003). No entanto neste protocolo o
teste durava 10 minutos, diferentemente do nosso protocolo onde a duragdo era de apenas 6
minutos, colocando em duvida se ha uma diferenca de atividade ao longo do tempo.

Nos avaliamos também a velocidade média dos animais ao longo do tempo no CA.
Curiosamente encontramos uma diferenca na velocidade no inicio do teste, onde um efeito do
ambiente foi perceptivel nos camundongos YAC128. Os camundongos selvagens expostos ao
AC e ao AE demonstraram um padrdo semelhante de velocidade ao longo do teste. J& os
camundongos YAC128 expostos ao AC demonstraram uma velocidade média menor no inicio
do teste em comparagdo com os camundongos YACI128 expostos ao AE. Uma possivel
interpretagdo para este comportamento € o fato de que os camundongos YAC128 expostos ao
AE estavam habituados a novidades e a entrada no CA nao foi interpretada como novidade,
demonstrando assim um comportamento semelhante aos camundongos selvagens. Por outro
lado, os camundongos YACI128 expostos ao AC nao apresentavam tal habituagao,
demonstrando uma movimentacao mais lenta em relagdo ao grupo selvagem AC e aos grupos
enriquecidos, um possivel indicativo de comportamento tipo-ansioso. J& foi demonstrado que
0 AE ¢ capaz de modificar o comportamento de roedores aumentando a habituagdo em tarefas
de exploracdo de campo aberto (Amaral et al., 2008). Outra possibilidade para este
comportamento poderia ser um prejuizo motor, caracteristica presente em pacientes € em
modelos animais da DH (Pouladi et al., 2009; Van Raamsdonk, Pearson, Rogers, et al., 2005;
Vuong et al., 2018). A reducdo da velocidade da marcha ¢ uma caracteristica tipica e ¢ altamente

variavel entre pessoas com DH, ¢ evidente no estagio pré-manifesto e continua a piorar durante



90

o estagio manifesto (Vuong et al., 2018). Além disso, a lentidao ao iniciar a exploragdo do CA
poderia se assemelhar aos déficits motores atipicos presentes em pacientes em estagios iniciais
da DH, onde a bradicinesia ja foi encontrada (Squitieri et al., 2000). Nosso grupo demonstrou,
em outros estudos, através do teste da barra giratoria que camundongos YAC128 apresentam
déficit motor aos 2 e 4 meses de idade e que este déficit foi prevenido pela exposi¢ao ao AE
(Placido et al., 2023). Skillings e colaboradores (2014) demonstraram que os camundongos
R6/2 apresentam uma diminui¢do na locomogao no TCA, que foi prevenida pela exposi¢ao ao
AE (Skillings et al., 2014). Por outro lado, o trabalho de Radulescu (2017) observou uma
diminui¢do na velocidade média dos camundongos YAC128 expostos ao AE (Radulescu,
2017). Outro ponto importante ¢ o fato de o AE neste trabalho incluir a roda de corrida,
caracterizando a possibilidade de atividades fisicas pelos animais. Estudos tém demonstrado
que programas de treinamento fisico tem resultado em progresso na fungcao motora de pacientes
com DH (Khalil et al., 2013; Quinn et al., 2016); (Busse et al., 2013; Thompson et al., 2013).
Assim, a reducdo na velocidade inicial no TCA, também prevenida pela exposicao ao AE, pode
ter sido beneficiada pela associagdo da roda de correr no nosso protocolo.

Outro aspecto relevante que impacta a vida dos pacientes com DH no inicio do curso
da doenga, antes mesmo dos sintomas motores, € a ocorréncia de sintomas psiquiatricos como
a depressdao. O TSC ¢ usado para avaliar o comportamento tipo-depressivo baseando-se no
tempo de imobilidade do animal durante do teste (Steru et al., 1985). No TSC, o camundongo
YACI128 exposto ao AC apresentou maior tempo de imobilidade em comparagdo com o
camundongo selvagem, ou seja, um comportamento tipo-depressivo, mimetizando a condi¢ao
humana. Esses resultados estdo de acordo com resultados prévios do nosso grupo (de Paula
Nascimento-Castro et al., 2018; Placido et al., 2023), e aos estudos de Pouladi et al. (2009) e
Renoir et al. (2013), que demonstraram tempo de imobilidade maior no teste do nado forgado
no camundongo YACI128 e no camundongo R6/1 respectivamente (Pouladi et al., 2009; Renoir
et al., 2013). O aumento do tempo de imobilidade, tanto no TSC quanto no teste do nado
for¢ado, € uma caracteristica indicativa de comportamento tipo-depressivo (Cryan et al., 2005).
O AE foi capaz de reverter o comportamento tipo-depressivo e uma das possiveis razdes € que
o aspecto de novidade ambiental, alcangada através da mudanga dos objetos e da posi¢ao dos
objetos no AE, parece proporcionar um efeito tipo-antidepressivo (Hattori et al., 2007; Llorens-
Martin et al., 2007; Xu et al., 2009).

Os resultados do TBS mostraram que camundongos YAC128 expostos ao AC tiveram
um tempo de grooming reduzido em comparacdo com os camundongos selvagens. O TBS

avalia importantes aspectos do comportamento relacionado ao fenoétipo do tipo-depressivo.
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Uma vez que uma solugdo viscosa entra em contato com a pele do roedor, imitando uma
“sujeira”, ¢ esperado que seja desencadeado um comportamento de limpeza e, portanto, o teste
avalia o aspecto motivacional ou comportamento direcionado a um objetivo que neste caso esta
relacionado a finalidade do autocuidado (Becker et al., 2021). Além disso, visto que a solugdo
de sacarose ¢ uma substancia hedonica para roedores, o TBS também avalia o comportamento
anedonico. Nossos resultados sdo congruentes com a literatura onde o comportamento
anedonico ja foi evidenciado em camundongos YAC128 (da Fonséca et al., 2018; Pouladi et
al., 2009). A anedonia ¢ um sintoma que faz parte do diagndstico do Transtorno Depressivo
Maior (TDM) (Roehr, 2013) e também pode fazer parte da vida dos individuos acometidos pela
DH (McLauchlan et al., 2022). Trata-se de uma capacidade reduzida de sentir prazer em
situagdes normalmente prazerosas (Becker et al., 2021; Hoflich et al., 2019). Para além desse
déficit na experiéncia do prazer, a anedonia também pode estar relacionada a um esforgo
prejudicado em busca da recompensa, chamada de anedonia motivacional. Nesse sentido, a
anedonia também pode ser entendida como “uma resposta reduzida a estimulos
recompensadores” (McLauchlan et al., 2022). Foi o aspecto da anedonia motivacional que se
encontrou deficiente em um recente estudo envolvendo pacientes com DH. Em uma tarefa de
tempo de reagdo para recompensa, os pacientes da DH tiveram um menor esfor¢o em busca da
recompensa em comparagao com o grupo controle, um resultado que persistiu mesmo quando
os valores foram corrigidos devido a menor capacidade motora. Portanto, o estudo revelou que
a anedonia motivacional ¢ um processo central da depressdo na DH. Outros aspectos como
aprendizagem a partir da recompensa, capacidade de resposta a recompensa e
hipersensibilidade a resultados negativos, ndo estavam alterados no grupo analisado
(McLauchlan et al., 2022). Tais achados da anedonia na DH e em modelos animais, como
demonstrado no presente trabalho, sdo esperados em varias doengas neurodegenerativas,
incluindo a DH. Uma vez que doencas neurodegenerativas t€m comprometimento de redes
anatomicas que se sobrepde parcialmente ao circuito de recompensa seria previsto que também
tivessem deficiéncias no processamento de recompensas (Perry & Kramer, 2015). Ainda em
rela¢do a depressao na DH, ¢ interessante notar que as opgdes de tratamento ainda se baseiam
em evidéncias obtidas para o TDM (Epping & Paulsen, 2011; McLauchlan et al., 2022). No
entanto, particularidades podem ser encontradas nesses diferentes casos, requerendo
intervengoes distintas. Em um recente estudo, foi encontrado que as classes de medicamentos
antidepressivos mais eficazes para a DH foram os ISRSs (Inibidores Seletivos de Recaptagao
de Serotonina) e IRNDs (Inibidores da Recaptagcdo de Noradrenalina-Dopamina) (McLauchlan

et al., 2022). Esses resultados contrastam com os medicamentos mais eficazes para o TDM
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revelado por uma meta-analise, onde os antidepressivos tetraciclicos, os triciclicos e inibidores
da recaptagdo da serotonina e da norepineftrina tiveram eficacia superior aos ISRS e NDRI (A.
Cipriani et al., 2018; McLauchlan et al., 2022).

A linhagem de origem dos camundongos YAC128 ¢ a FVB/N, que ¢ conhecida por
apresentar uma severa degeneragdo retiniana (Huerta et al., 1999; Taketo et al., 1991). Dessa
forma, o Labirinto Aquatico em T foi escolhido o teste para avaliar a cognicdo dos
camundongos YACI128 a fim de mitigar possiveis viés relacionados a deficiéncia visual, uma
vez que esta tarefa depende de estimulos internos em vez de externos (Van Raamsdonk,
Pearson, Slow, et al., 2005). No entanto, diferentemente de Van Raamsdonk et al. (2005), nao
conseguimos visualizar comprometimento cognitivo nos camundongos YACI128 na idade
avaliada nesse estudo. E importante destacar que existem poucos estudos que encontraram
deficits cognitivos nos camundongos YAC128 com background FVB/N, possivelmente devido
a deficiéncia visual que dificulta a aplicag@o de testes mais sensiveis que dependem da visao.

A avaliagdo das monoaminas encefalicas foi realizada a fim de verificar possiveis
relagdes entres estas e o comportamento. No entanto, os resultados encontrados nao
demonstraram diferencas entre os niveis de monoaminas nas regides do estriado, hipocampo e
cortex pré-frontal entre os grupos. Nosso resultado diverge da literatura. Garcia-Miralles e
colaboradores (2016) encontraram uma diminui¢do de dopamina e noradrenalina no estriado de
camundongos YAC128, aos 5 meses (Garcia-Miralles et al., 2016). Callahan e colaboradores
(2011) observaram uma diminui¢do da dopamina no estriado de camundongos YAC128 aos 7
meses (Callahan & Abercrombie, 2011). Nossa avaliagdo foi aos 4 meses, portanto a idade pode
ter uma influéncia sobre o nivel de monoaminas encefalicas. Outro estudo do nosso grupo
observou que a exposicao AE entre os dias 21 e 60 de vida, diminuiu os niveis de noradrenalina
e dopamina estriatal em animais de 2 meses de idade, consistente com o mecanismo de acao
dos medicamentos utilizados para tratar a coreia na DH. Além disso, mais estudos
demonstraram alteracdes nas monoaminas provocadas pela exposi¢dao AE entre os dias 28 e 70
de idade (Brenes et al., 2009) e entre os dias 84 e 114 de idade (Galani et al., 2007). Porém
neste trabalho ndo encontramos efeitos do AE sobre as monoaminas possivelmente pela idade
estudada.

Os astrocitos sao as células gliais mais abundantes no SNC e contribuem para muitas
fungdes essenciais no cérebro e na medula espinhal saudéaveis. Evidéncias atuais apoiam a
nocdo de que a glia participa causalmente na patogénese e progressdo de doengas
neurodegenerativas. No caso da DH, um achado classico que sustenta essa afirmacdo advém

dos experimentos utilizando camundongos transgénicos que expressam a mHtt
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especificadamente em astrocitos. Utilizando esse modelo foi recuperado uma série de
caracteristicas tipicas da DH. Os camundongos apresentaram perda de peso corporal e déficits
na fung¢do motora. A nivel molecular, a expressao do transportador GLT-1 localizada na
membrana dos astrocitos também foi reduzida (Bradford et al., 2009). Portanto, esses achados
sugeriram que, além dos neurdnios, os astrocitos também podem impulsionar o
desenvolvimento de certos aspectos da DH. Em cérebros pds-morte de DH foi observado um
aumento no numero de astrocitos reativos positivos para GFAP, que foi correlacionado com o
gradiente de neurodegeneracdo do estriado (Palpagama et al., 2019; Vonsattel et al., 1985),
demonstrando uma fun¢@o neurotoxica da astrogliose. O estudo de Bayram-Weston e
colaboradores (2012) encontrou astrogliose no cortex de camundongos YAC128 com 15 e 24
meses de idade (Bayram-Weston et al., 2012), no entanto, neste trabalho ndo encontramos
diferengas na expressio de GFAP no GD da formacdo hipocampal entre camundongos
selvagens e YAC128 aos 4 meses de idade. Como as regides ¢ as idades avaliadas sdo diferentes
faz-se necessarios mais estudos para caracterizar a astrogliose no camundongo YAC128.
Embora os estudos em animais tenham mostrado resultados positivos em termos do
efeito benéfico do enriquecimento e do exercicio, € importante notar que estes modelos animais
ndo recapitulam completamente o fenotipo da doenca humana. No entanto, intervencdes
multidisciplinares de longo prazo destacaram os retornos positivos da reabilitacdo e das terapias
ocupacionais nas doengas neurodegenerativas (Khalil et al., 2013; Quinn et al., 2016; Schiefer
etal., 2015). Assim, mais pesquisas nesse sentido sdo necessarias com o intuito de proporcionar

mais possibilidades de tratamento para a DH.

3.6 CONCLUSAO

Apds 150 anos desde que a DH foi descrita e 30 anos que a causa genética foi
elucidada, ela ainda permanece sem uma interven¢ao efetiva (Jiang et al., 2023). Um desafio
que se torna comum as doencas neurodegenerativas ¢ que no momento em que o paciente se
torna sintomatico, ja ocorreu morte celular consideravel que por sua vez pode promover uma
cascata de eventos indesejados, ou seja, os resultados secundarios (Jiang et al., 2023). Portanto,
mesmo que abordagens genéticas, que estdo atualmente sendo testadas em modelos animais
(Alkanli et al., 2023), eliminem por completo a causa genética primaria, ainda sim, podem
deixar a desejar quanto aos resultados secundarios se aplicada em uma idade em que a morte
celular ja ocorreu (Jiang et al, 2023), tornando necessarias intervencdes precoces

e complementares (Alkanli et al., 2023; Jiang et al., 2023). Portanto, estudos como esse aqui
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apresentado sdo importantes uma vez que fomos capazes de demonstrar que o AE teve um
efeito benéfico em reverter os comportamentos tipo-depressivo e anedonico em camundongos

YACI128, demonstrando um potencial terapéutico para a DH.
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4 CONCLUSAO GERAL

As doengas neurodegenerativas representam condigdes debilitantes e sem cura. As
doengas motoras neurodegenerativas, como a DP e a DH, exercem um impacto significativo
tanto na incapacidade a longo prazo quanto nos custos financeiros enfrentados pelos pacientes
em todo o mundo. Apesar de décadas de pesquisa dedicadas a compreensao de sua patologia
subjacente e a identificacdo de possiveis alvos terapéuticos, as opgdes de tratamento continuam
a ser limitadas para essas afeccdes. A DP e a DH sao exemplos de doencas neurodegenerativas
com sintomas motores proeminentes. Entretanto, ¢ importante destacar que sintomas pré-
motores manifestam-se décadas antes do inicio dos sintomas motores e exercem um impacto
negativo significativo na qualidade de vida dos individuos afetados por essas doengas. Portanto,
a busca por estratégias que possam aprimorar a qualidade de vida dessas pessoas assume um
papel de extrema relevancia.

O papel da neurogénese adulta no contexto da reparagdo cerebral e como um potencial
alvo terapéutico para aumentar a atividade progenitora, particularmente em condigdes
caracterizadas por perda neuronal, como as doengas neurodegenerativas, tem suscitado um
interesse consideravel. Realizar pesquisas diretamente em tecido humano ¢ considerado o
padrao ouro para este tipo de estudo. No entanto, amostras de tecido humano apresentam
variacoes decorrentes da diversidade de experiéncias de vida de cada individuo e das
complexidades associadas a coleta pds-morte. Isso resulta em uma escassez de amostras e
dificuldades na padronizacdo dos procedimentos de aquisicdo. Poucos estudos cientificos
abordam esse desafio. Durante nossas investigagdes sobre a avaliagdo da neurogénese
hipocampal adulta humana, ficou evidente o quao importante e complexo ¢ estabelecer um
protocolo que funcione eficazmente em diferentes amostras. A otimiza¢do do nosso protocolo
de imuno-histoquimica proporcionou evidéncias cruciais de que a neurogénese adulta persiste
mesmo em idades avancadas.

Diante das complexidades envolvidas na pesquisa em seres humanos e considerando
que a neuroplasticidade ¢ influenciada por uma variedade de fatores, optamos por investigar
um desses fatores em um modelo animal de doenga neurodegenerativa. Assim, conduzimos
estudos sobre o impacto do enriquecimento ambiental como modulador do comportamento, dos
niveis de monoaminas ¢ da ativacao de astrocitos em um modelo animal de DH utilizando
camundongos YACI128.

A capacidade de influenciar vias neuronais especificas e sinapses tem implicagdes

significativas no desenvolvimento de intervengdes terapéuticas e clinicas destinadas a
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aprimorar a satide. Terapias promissoras, como a estimulacdo cerebral profunda, a estimulagao
cerebral ndo invasiva, a neurofarmacologia, o exercicio, o treinamento cognitivo e o feedback
utilizando ressonancia magnética funcional em tempo real, todas elas baseiam-se em nossa
compreensao atual da plasticidade cerebral e sdo objetos de pesquisa intensiva para diversas
patologias. Uma compreensdo mais aprofundada dos mecanismos que regem a
neuroplasticidade ap6s lesdes cerebrais ou danos nas vias nervosas ¢ fundamental para
aprimorar a qualidade de vida dos pacientes e, em ultima analise, poderia resultar em economia
de custos para os sistemas de saide em nivel global. Portanto, o estudo da plasticidade cerebral

possui implicagdes que vao muito além do ambito da pesquisa.
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