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RESUMO

A doenca de Huntington (DH) é uma doenca neurodegenerativa caracterizada por um declinio
progressivo das fungdes motoras e cognitivas, incluindo movimentos involuntarios dos
membros e da face, alteragdes de personalidade e deméncia. Ela é causada pela repeticdo do
trinucleotideo CAG que leva a uma expansdo poliglutaminica da proteina huntingtina. Sabe-
se que huntingtina é altamente expressa nos sistemas nervoso central e periférico. No interior
dos neurdnios, esta proteina se liga a vesiculas sinapticas e interage com varias proteinas
associadas ao transporte vesicular. Assim, sugere-se que a huntingtina mutante pode interferir
com a liberacdo de neurotransmissores causando disfuncdo sinaptica, o que pode agravar a
deficiéncia motora caracteristica da doenca. Dados anteriores indicam uma reducdo da
neurotransmissao colinérgica em neurénios do Sistema Nervoso Central, bem como
comprometimento motor em modelos animais para DH. Baseado nestas evidéncias, este
estudo tem como objetivo principal avaliar as possiveis alteragdes na juncdo neuromuscular
do musculo diafragma de camundongos BACHD®®’, modelo transgénico para DH, cuja
progressao da doenca é mais lenta quando comparada as linhagens previamente estabelecidas.
Esse modelo representa um novo e robusto paradigma in vivo para estudar a patogénese da
DH. Resumidamente, para analise dptica, as preparacdes nervo ciatico-musculo diafragma
foram isoladas e coradas com a sonda vital FM1-43 (4uM) e a-bungarotoxina-Alexa 594 (12
uM) para visualizar terminais pré-sindpticos e aglomerados de receptores nicotinicos,
respectivamente. A sonda FM1-43 é uma ferramenta Gtil para se acompanhar exocitose,
endocitose e reciclagem de vesiculas sindpticas. Utilizando a microscopia de fluorescéncia e
confocal foram realizadas anélises de parametros morfolégicos em animais BACHD®® e WT.
N6s observamos que os elementos pré e pds-sinapticos de animais BACHD®® apresentaram-
se menos fluorescentes quando comparados aos de animais WT. Vimos também que a taxa de
desmarcacdo/exocitose dos terminais previamente marcados com o FM1-43 foi menor nos
animais transgénicos. Além disso, estudos ultraestruturais foram realizados utilizando a
técnica de microscopia eletrénica de transmissdo (MET), para caracterizar o aspecto
morfol6gico das sinapses neuromusculares nestes animais. Vimos que os elementos sinapticos
das juncbes neuromusculares de camundongos BACHD® apresentaram morfologia
ultraestrutural geral semelhante aos dos animais WT. Nossos resultados indicam uma
deficiéncia funcional de elementos pré e pos-sinépticos que podem afetar a funcdo motora em
animais BACHD®".



ABSTRACT

The Huntington’s disease (HD) is a neurodegenerative disorder characterized by a progressive
decline of motor and cognitive functions including involuntary movements of the limbs and
face, personality changes and dementia. It is caused by a CAG trinucleotide repetition that
leads to a polyglutamine expansion in the huntingtin protein. It is known that huntingtin is
highly expressed in the central and peripheral nervous systems. Within neurons, this protein
binds to synaptic vesicles and interacts with several proteins associated with vesicular
transport. Thus, it is suggested that the mutant huntingtin may interfere with the release of
neurotransmitters causing synaptic dysfunction, which may lead to motor impairment
characteristic of the disease. Previous data indicate a reduction in cholinergic
neurotransmission, as well as motor impairment in animal models of HD. Based on this
evidence, this study aims to assess the possible changes in the neuromuscular junction of
diaphragm muscle of mice BACHD®, a transgenic model for HD, which disease progression
is slower when compared to other previously established strains. This model represents a new
and robust in vivo paradigm for studying the pathogenesis of HD. Briefly, for optical analysis,
neuromuscular preparations were isolated and stained with the dye FM1-43fx (4 uM) and a-
bungarotoxin-Alexa 594 (12 pM) to visualize presynaptic terminals and acetylcholine
receptors clusters, respectively. The styryl dye FM1-43 is a powerful tool to track exocytosis,
endocytosis and recycling of synaptic vesicles. Through confocal and fluorescence
microscopy, morphological parameters were analyzed in BACHD®®" and WT animals. We
observed that pre and post-synaptic elements presented less fluorescent in BACHD®® animals
when compared to WT. We also notice that in the nerve terminals previously labeled with
FM1-43 the destaining/excocytosis rates were lower in the transgenic animals. Moreover,
ultrastructural studies were performed using electron microscopy transmission (TEM)
technique to characterize the morphological aspect of neuromuscular synapses in these
animals. Concerning the TEM, we saw that the synpatic elements of the neuromuscular
junctions in BACHD®®” mice show ultrastructural morphology resembling the WT animals.
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Thereby, our evidences suggest a quantitative and functional impairment of BACHD™"" mice

presynaptic elements what might affect motor function.
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1. Introducéo
1.1. Doenca de Huntington

A Doenca de Huntington (DH) € uma doenca genética e neurodegenerativa de heranca
autossdbmica-dominante que geralmente surge na idade adulta e pode levar a morte entre 15-
20 anos apos seu inicio (ROZAS et al., 2010, BANO et al., 2011). Possui uma incidéncia
estimada de 5-10 casos por 100.000 individuos (SMITH; BRUNDIN; LI, 2005).

Os primeiros registros que poderiam corresponder a DH surgiram em meados do século
XIX guando foram descritas formas de “coréias hereditarias” com caracteristicas semelhantes
as da enfermidade. Até 1872 ndo se fazia distin¢do entre a DH e outras condi¢Ges que se
manifestavam com coréia’. Neste mesmo ano, o médico norte-americano George Huntington,
publicou o artigo intitulado “On Chorea” no “Philadelphia Medical and Surgical Reporter”
contendo as observacgdes de seu pai, Abel Huntington e de seu avd George Lee Huntington.
Neste artigo, George Huntington descreveu de forma precisa e detalhada as principais
caracteristicas da doenca (HUNTINGTON, 1872), (DEJONG, 1973; MARTIN, 1984; revisto
por GARRET, 1992). Huntington realcou trés particularidades desta condicdo: natureza
hereditaria, tendéncia ao suicidio e manifestacdo como uma doenca grave na idade adulta.

A DH ¢é clinicamente caracterizada por disturbios motores que incluem: movimentos
involuntarios dos membros e da face (tipo de coréia), anormalidades de marcha e perda de
coordenacdo motora (WALLING; BALDASSARE; WESTFALL, 1998). Esses sintomas
normalmente aparecem na fase inicial da doenca. Pacientes em estdgios mais avancados
podem apresentar sinais como rigidez muscular, bradiscinesia e distonia, limitando sua
capacidade de realizar movimentos voluntéarios (RIBCHESTER et al., 2004).

AlteracGes comportamentais e declinio cognitivo também sdo frequentes, associados ou
precedendo 0s movimentos coredicos (FOLSTEIN et al., 1986), assim como o
desenvolvimento de distarbios psiquiatricos (SHIRENDEB et al., 2012).

A DH ¢ causada por uma expansdo dos trinucleotideos citosina-adenina-guanina (CAG)
no exon-1 do gene que codifica a proteina huntingtina (htt). O gene esta localizado no brago
curto do cromossomo 4 e sua mutacdo promove o acumulo de repetidas unidades de
glutaminas proximo a por¢do N-terminal da htt. Individuos normais possuem entre 6 e 35
repeticdes de CAG enquanto pacientes com DH tém apresentado acima de 40 repeticdes de

trinucleotideos (BANO et al., 2011). O numero de repeticdes de CAG correlaciona-se com

1O termo coréia se origina do latim (choreus) que vem do grego coreia (“choros”) e significa danca. Na idade
média essa “danca” era atribuida a possessdes demoniacas (HAYDEN, 1981; revisado por AZAMBUIJA, 2006).
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inicio, a progressao e a gravidade da doenca, e tende a ser aumentada através da transmisséo
paterna (WALLING; BALDASSARE; WESTFALL, 1998).

A htt foi descoberta em 1993 (The Huntington s Disease Collaborative Research Group,
1993) e sua funcdo ainda ndo estd bem estabelecida. Esta proteina encontra-se amplamente
distribuida no organismo, presente em diversos tipos celulares e associada a uma variedade de
organelas, incluindo o nucleo, reticulo endoplasmaético, complexo de Golgi e mitocondrias
Sendo assim, sugere-se que esta proteina seja essencial para a sobrevivéncia da célula (L1 &
LI, 2004). A htt interage também com proteinas da vesicula sinaptica, proteinas envolvidas no
transporte axonal e microtibulos, o que indica sua importancia no transporte vesicular e
funco sinaptica (SMITH; BRUNDIN; LI, 2005).

O mecanismo pelo qual a htt mutante leva a DH ainda nédo esta esclarecido. Estudos em
animais transgénicos apoiaram um mecanismo de “ganhos de funcdo” da proteina em
neuronios do sistema nervoso central (SNC), resultando em toxicidade e consequente
disfungédo neuronal e morte. No entanto, evidéncias recentes sugeriram que a perda da fungéo
normal da htt também pode ter um papel na patogénese da doenca (Di PROSPERO &
FISCHBECK, 2005). A mutacdo resulta em varias alteracdes celulares fundamentais, a saber:
disturbios do sistema ubiquitina-proteassoma, interrup¢fes na transcricdo génica, sintese de
proteinas, fungdo mitocondrial e interagdes proteicas (Figura 1) (SMITH; BRUNDIN; LI,
2005).

Além das disfungdes supracitadas, convem ressaltar que a expansdo da htt pode levar a
toxicidade através de mecanismos moleculares importantes envolvidos na neurotransmissao,
tais como: defeitos na endocitose, déficit no transporte axonal, disfuncdo no estoque
intracelular de Ca?*, dentre outros (ROZAS et al., 2010).
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Proteasome

Figura 1: Mecanismos de toxicidade na Doenga de Huntington representados em um esquema de sinapse
axossomatica. A huntingtina do tipo selvagem é importante para o desenvolvimento celular normal e parece estar
envolvida na regulacdo da transcricdo do fator neurotréfico BDNF (A), na prevencdo da apoptose (B), no
transporte de vesiculas do soma para o terminal nervoso (C) e na liberacdo de vesiculas sindpticas (D). A
huntingtina mutante pode comprometer processos celulares por varios mecanismos: através do sequestro de
proteinas (E), disfuncdo mitocondrial e estresse oxidativo (F), interferindo na liberacdo alterada de
neurotransmissores e na funcdo de receptores (G), através da ativagao de caspases que iniciam a cascata
apoptética (H) e interagdes com fatores nucleares que resultam em desregulacdo transcricional (1) (Di
PROSPERO & FISCHBECK, 2005).
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1.2. Morfologia da Juncdo Neuromuscular

As sinapses sdo areas especializadas de contato celular onde sinais sdo transferidos, de
forma rapida e regulada, de um neurdnio para uma célula alvo (SHERINGTON, 1906). Nas
sinapses quimicas, um sinal elétrico é convertido em um sinal quimico, este representado pela
liberacdo de neurotransmissores que irdo atuar sobre o 6rgdo efetor (KATZ, 1966; revisado
por ZHAI & BELLEN, 2004).

A juncdo neuromuscular (JNM) é um modelo experimental valioso para o estudo da
neurotransmissdo sinaptica devido a suas dimensbes amplas, sua forma simples e féacil
acessibilidade (KUMMER et al., 2006). Em vertebrados, a JNM é uma sinapse quimica
especializada em transmitir impulsos nervosos do cone de implantacdo do neurdnio motor
para uma fibra muscular, desencadeando a contracdo através do neurotransmissor acetilcolina
(KATZ, 1966). Morfologicamente, as JNMs de um animal adulto possuem uma arborizagéo
terminal ramificada (Figura 2A) e séo formadas por trés compartimentos distintos: o terminal
neuronal pré-sinaptico, a fenda sinaptica e a membrana pds-sinaptica (Figura 2B) (ENGEL,
2003).

No terminal neuronal pré-sinaptico, o axénio motor proximo a fibra muscular perde sua
bainha de mielina e se ramifica de modo varidvel em botdes sinapticos que contém, em
grandes proporgdes, mitocdndrias e vesiculas sinapticas (ENGEL, 2003). As vesiculas
sinapticas sdo pequenas organelas de tamanho uniforme, cujo didametro aproximado € de 40-
50 nm. Sua membrana apresenta uma diversidade de proteinas envolvidas na captacdo e
armazenamento de neurotransmissores JAHN & SUDHOF, 1994), (TAKAMORI et al,
2006). Os aglomerados vesiculares localizam-se em uma regido subcelular conhecida como

2> (SUDHOF, 2012). Morfologicamente essa regido ¢ definida como sitio de

“zona ativa
ancoragem e fusdo vesicular e, fisiologicamente, como local de liberagdo de
neurotransmissor. Intimamente associados a zona ativa e bem proximos aos aglomerados
vesiculares estio dispostos os canais para Ca®* sensiveis a voltagem, que permitem a rapida
entrada de Ca®* durante a exocitose, processo que se repete muitas vezes no terminal nervoso
e é essencial para neurotransmissdao (NUDLER et al., 2003), (SCHENEGGENBURGER,

2012).

2 0 termo “zona ativa” foi definido em 1970 por Couteaux e Pecot-Dechavassine durante estudos ultraestruturais
com musculo de ra onde observou que a abertura das vesiculas sinapticas ocorria imediatamente adjacente a
bandas pré-sinapticas elétron-densas (revisado por ZHAI & BELLEN, 2004).
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A fenda sinaptica consiste no espago extracelular, de aproximadamente 50 nm, situado
entre as membranas pré e pos-sinapticas. O compartimento pds-sinaptico é composto pela
membrana plasmatica da fibra muscular. O sarcolema é pregueado, contendo dobras
juncionais com cerca de 1 um de profundidade que aumentam a superficie pds-sinéptica e
portanto a eficacia da neurotransmissdo (SANES; LITCHMAN, 1999). Nas cristas das dobras
se concentram os aglomerados de receptores nicotinicos. Esse arranjo permite aos receptores
detectar, de forma rapida e eficiente, a acetilcolina liberada durante a exocitose das vesiculas
(HALL; SANES,1993).

Diante do exposto, torna-se evidente que o estabelecimento da JNM € fundamental, uma
vez que implica na sobrevivéncia do animal ap6s seu nascimento garantindo uma integracao

perfeita entre o sistema nervoso e as células musculares.

Figura 2: A Juncdo neuromuscular de camundongo. (A) Micrografia eletrdnica de varredura de jungdo
neuromuscular de camundongo. E possivel observar um terminal axonal (cabecas de setas) disposto de forma
circular sobre uma célula muscular estriada esquelética (M) que apresenta na membrana pds-sinaptica diversas
dobras juncionais (setas pretas) nas cristas das quais encontram-se aglomerados de receptores nicotinicos
(TORREJAIS et al, 2002). Sob os terminais axonais existem areas de contato sindptico como evidenciado em
“B” (Barra de escala = 10um). (B) Micrografia eletrbnica de transmissdo da juncdo neuromuscular de
camundongo (gentilmente cedida por Hermann A. Rodrigues). O componente pré-sinaptico apresenta diversas
vesiculas sindpticas e duas mitocéndrias. A célula muscular, pds-sinaptica, apresenta em sua membrana dobras
pos juncionais. Os elementos pré e p6s sinapticos sao separados por uma estreita fenda sinptica (Barra de escala
= 10um).
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1.3. Neurotransmissdo colinérgica periférica

A transmissdo sinaptica envolve eventos pré e pos-sinapticos altamente regulados e para
que ela ocorra os seguintes passos sdo fundamentais: (1) Sintese do neurotransmissor no
terminal pré-sindptico; (2) Armazenamento do neurotransmissor em vesiculas sinapticas; (3)
Liberacdo regulada de neurotransmissor na fenda sinéptica; (4) A presenca de receptores
especificos para o neurotransmissor no terminal pés-sinaptico; (5) O término da acdo do
neurotransmissor (SUDHOF & RI1ZO, 2012).

A manutencdo da transmissao sinaptica depende da disponibilidade de vesiculas sinapticas
preenchidas com neurotransmissores (SCHWEIZER & RYAN, 2006). Os neurotransmissores
classicos sdo sintetizados na propria terminacao axonal, armazenados no interior de vesiculas
e liberados na fenda sinéptica, proximo aos seus receptores (KATZ, 1966).

A acetilcolina (ACh) é o neurotransmissor responsével pela sinalizagdo quimica na JNM
de musculo estriado esquelético. Ela € sintetizada pela enzima colina acetiltransferase
(ChAT), a partir dos substratos colina e acetil coenzima A (acetil-CoA) e posteriormente
transportada para o interior de vesiculas sinapticas pelo transportador vesicular de acetilcolina
(VAChHT). Apos ser liberada na fenda sinéptica, a ACh interage com os receptores nicotinicos
e é hidrolisada, pela acetilcolinesterase (AChE), em colina e acetato. A colina é entdo
recaptada para o neurdnio pré-sinaptico pelo transportador de colina de alta afinidade (CHT1)
e utilizada para a sintese de novas moléculas de ACh (PRADO et al.; 2002), (revisado por
RIBEIRO et al., 2006).

No terminal do neurdnio motor, a ACh encontra-se estocada em um grande nimero de
vesiculas sinapticas que se enquadram em um de trés aglomerados vesiculares: (1) Grupo de
vesiculas disponiveis para liberacdo rapida (Ready Releasable Pool), ou seja, apto para a
exocitose imediata. Geralmente suas vesiculas estdo ancoradas na zona ativa. (2) Grupo de
reciclagem (Recycling Pool), definido como o conjunto de vesiculas que mantém a liberacao
de neurotransmissores em estimulacao fisioldgica moderada. (3) Grupo de reserva (Reserve
Pool) consiste em um depdsito de vesiculas sindpticas cuja liberacdo ocorre mediante intensa
estimulacdo (R1ZZOLI & BETZ, 2005).

A transmiss&o sinaptica € iniciada quando um potencial de a¢do chega ao terminal nervoso
e despolariza a membrana provocando a abertura dos canais para Ca** sensiveis a voltagem. O
influxo de Ca*" resultante aumenta a concentracdo intracelular do fon e desencadeia a
exocitose das vesiculas, resultando na liberacdo do neurotransmissor (KATZ, 1966). A ACh

liberada na fenda sinaptica difunde até atingir os receptores nicotinicos. A abertura dos canais
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ibnicos pos-sindpticos permite a entrada de sédio para o sarcoplasma, gerando um potencial
despolarizante que levard a contracdo muscular (RUFF et al., 2003). Paralelamente, no
terminal pré-sinaptico, a abertura de canais de potéssio dependentes de voltagem restaura o
potencial de repouso da membrana e, ap0s a exocitose, as vesiculas sindpticas submetem-se a
endocitose, reciclagem e repreenchimento com neurotransmissores para permitir um novo
ciclo (Figura 3) (SUDHOF, 2004).

Todas as funcdes pré-sinapticas, direta ou indiretamente, envolvem um trafego ciclico de
vesiculas sinapticas que passam pelo terminal nervoso o qual pode ser resumido em dois
grandes eventos: (1) Exocitose: neste passo 0s neurotransmissores sdo transportados para
dentro das vesiculas. Estas se agrupam frente a zona ativa, ancoram-se a ela, amadurecem,
tornam-se competentes para fusdo e consequente exocitose, processo este desencadeado pela
abertura dos canais para Ca** (SUDHOF, 2004). (2) Endocitose: apds a exocitose de seu
conteldo, as vesiculas sindpticas sdo recuperadas a partir da membrana plasmatica
(endocitose), preenchidas com neurotransmissor e direcionadas a se juntarem ao conjunto de
vesiculas ja existentes, processo denominado reciclagem de vesiculas. A reciclagem acontece
por uma de trés vias alternativas: (a) endocitose mediada por capa de clatrina, onde apos a
fusdo completa da membrana da vesicula com a membrana do terminal, é formada uma capa
de clatrina, que, auxiliada por fatores acessoérios, fornecem forca motora para a invaginacao
da membrana. Em seguida a vesicula é reacidificada e repreenchida diretamente, ou ao passar
por um endossoma intermediario (HEUSER & REESE, 1973), (RICHARDS et al., 2000); (b)
endocitose por meio de amplas invaginacoes de membrana e formacéo de cisternas (TAKEI et
al., 1996), (RICHARDS et al., 2000), (RIZZOLI, RICHARDS, BETZ, 2003); (c) endocitose
designada como Kiss and Run na qual vesiculas liberam seu conteldo sem se integrarem
completamente a membrana pré-sinaptica, sendo localmente reacidificadas e novamente
preenchidas com neurotransmissores (CECCARELLI, et al., 1973), (PYLE et al., 2000),
(GANDHI & STEVENS, 2003).
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Figura 3: Etapas basicas da neurotransmisso. Durante a despolarizacéo, ap6s a abertura de canais para Ca®*
sensiveis a voltagem, fons Ca®* penetram no terminal pré-sinaptico levando a um aumento da concentragéo
intracelular deste cétion. Vesiculas sinapticas, contendo neurotransmissores, se acumulam nas adjacéncias das
zonas ativas que sdo sitios subcelulares de liberagcdo vesicular. As vesiculas que se ancoram na zona ativa
(docking) sofrem uma reacdo de amadurecimento (priming) que as tornam competentes para abertura de um poro
de fusdo (fusion) e exocitose dos neurotransmissores. ApOs a exocitose, 0s aglomerados vesiculares sdo

reconstituidos por meio de endocitose compensatdria (SAINT BASILE et al., 2010).
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E importante destacar que uma série de interagdes moleculares esta envolvida com o
controle do ciclo sinaptico. Nesse amplo conjunto molecular coordenador do ciclo sinaptico, é
bem definido o papel do complexo SNARE e da sinaptotagmina .

As proteinas SNARES pertencem a uma grande familia de proteinas que medeiam a fuséo
intracelular entre véarios compartimentos da célula. Fazem parte desse complexo
sinaptobrevina/VAMP, a sintaxina e SNAP-25. A sinaptobrevina esta localizada na
membrana da vesicula e ¢, portanto denominada v-SNARE (vesicular SNARE), a sintaxina e
SNAP-25 situam-se na membrana plasmaética do terminal pré-sinaptico e sdo chamadas t-
SNARE (target SNARE). Estas sdo as proteinas SNAREs mais relevantes para a exocitose
(BECHERER & RETTIG, 2006). Estas trés proteinas regem, por meio do seu entrelagcamento
e estabelecimento de um complexo heterotrimérico, o ancoramento e fusdo vesicular com a
membrana pré-sinaptica, possibilitando a liberacdo regulada de neurotransmissor (WEBER et
al., 1998; revisado por SUDHOF, 2004).

Por sua vez, a sinaptotagmina | é uma proteina integral de membrana da vesicula
sinaptica que funciona como sensor de Ca®*. A presenca do Ca*" induz alteragdes
conformacionais nas proteinas do complexo SNARE e consequente aproximacdo da
membrana da vesicula com a membrana do terminal (CHAPMAN, 2008). Dados da literatura
sugerem que a sinaptotagmina apresenta um papel fundamental no processo de fusdo e sua
interacdo com a SNAP-25 implicada na ancoragem das vesiculas a zona ativa
(CHIEREGATTI et al., 2002; revisto por BECHERER & RETTIG, 2006). Vale mencionar
que outras proteinas acessorias tém sido propostas por contribuirem para montagem e
desmontagem do complexo SNARE, acelerando e otimizando o processo de fusdo de
vesiculas sinapticas. Estas incluem as proteinas de vesicula sinaptica Rab3a e sinaptofisina,
juntamente com proteinas citosolicas a-SNAP e complexinas | e II (MORTON; FAULL,;
EDWARDSON, 2001), (RIZO & SUDHOF, 2002).

A perda pré-sinaptica de proteinas SNARESs, bem como a diminuigdo da expressdo de
complexina Il, tem sido descritas em outras doengas neurodegenerativas, como Doenca de
Alzheimer e esquizofrenia. Essas mudangas ocorrem em paralelo a neurodegeneracdo e
provavelmente refletem na perda de sinapses, contribuindo para o desenvolvimento destas
patologias (SHIMOHAMA et al., 1997), (SUTTON et al., 1998). Morton, Faull e Edwardson
(2001) mostraram gque camundongos R6/2, transgénicos para DH, também apresentam perda

seletiva e progressiva destas proteinas, além de redugdo nos niveis de expressdo de Rab3A,
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sugerindo a importancia desse complexo na fisiopatologia da DH através de altera¢cGes no

mecanismo da neurotransmissao.

Synaptobrevin

Synaptic
vesicle

Figura 4: Modelo de formacdo do complexo SNARE. A sinaptobrevina e sintaxina sdo ancoradas por regifes
transmembrana localizadas na bicamada lipidica da vesicula sinaptica (acima) e da membrana pré-sinaptica
(abaixo), respectivamente. A SNAP-25 esta ligada a membrana pré-sinaptica por uma cadeia polipeptidica
(indicada pela linha fina e ondulada). O complexo é estabilizado pela proteina acesséria complexina que se liga
sob a conformagdo de uma hélice para vedar o espago entre a sintaxina e a sinaptobrevina. Os dominios
citoplasmaticos da v-SNARE e t-SNAREs, regulados pela presenca de Ca®*, sdo responséaveis pela estreita
aproximacdo entre a vesicula sindptica e a membrana pré-sindptica. A fusdo iminente é sugerida pelo
abaulamento das regifes das membranas vesicular e pré-sinaptica (Handbook of Clinical Neurology, third
edition. Edited by ENGEL, 2009).
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1.4. Funcédo da huntingtina sobre o cliclo de vesiculas sinapticas

Muitos estudos tém identificado proteinas de interacdo com a htt a fim de entender sua
funcdo e seus efeitos patoldgicos. Dentre estas proteinas de ligagdo estdo aquelas com funcgéo
importante na regulacdo da transcrigdo génica, no trafego intracelular e na organiza¢éo do
citoesqueleto, sugerindo sua participacdo no transporte vesicular e funcdo sinaptica (LI & LI,
2004). Muitas das proteinas conhecidas por interagirem com a htt tém papéis importantes no
processo de endocitose e exocitose de vesiculas e algumas delas devem ser destacadas.

A complexina Il participa da liberagdo de neurotransmissor por sua interagdo com o
complexo SNARE. Outra proteina, a Rab3A, esta envolvida na ancoragem, amadurecimento e
exocitose de vesiculas sinapticas. O mecanismo pelo qual esta proteina interage com a htt
ainda ndo é claro, no entanto ha evidéncias na literatura de que a DH é capaz de reduzir sua
expressdo. A sinapsinal é descrita por regular a associacdo de vesiculas sindpticas ao
citoesqueleto através de sua fosforilacdo. E sugerido que a htt seja capaz de interferir neste
processo. A HAP1 (proteinal de associacdo a huntingtina) encontra-se ligada a dinactina e
esta envolvida no transporte axonal dependente de microtdbulo. Ja a HIP1 (proteinal de
interacdo a huntingtina) ¢ um ortélogo da proteina de levedura Sla2p, importante na
montagem e funcdo do citoesqueleto além de participar da endocitose em Saccharomyces
cerevisiae. Varios estudos tém demonstrado que HIP1 se liga a clatrina e a a-adaptina
podendo assim constituir um conjunto de proteinas envolvido na endocitose mediada por
clatrina. Por fim, é proposto que a htt interage também com proteinas envolvidas no influxo
de Ca?* para o citosol, como exemplo a CSP (cysteine string protein). A CSP é uma
chaperona presente nos terminais sinapticos e funciona como inibidor dos canais de Ca®** do
tipo N (LI & LI, 2004), (LI; PIOMANN; BRUNDIN, 2003), (Revisado por SMITH;
BRUNDIN; LI, 2005) (Figura 6).

E importante ressaltar que diversas pesquisas tém demonstrado que a htt mutante pode
comprometer estas interagdes proteicas, bem como alterar os niveis de proteinas acessorias
envolvidas no processo de exocitose e endocitose de vesiculas (ROZAS et al., 2011),
(STEINERT et al.,, 2012) . Sendo assim, € sugerido que a DH é capaz de alterar os
componentes sindpticos e assim comprometer a neurotransmissao (SMITH; BRUNDIN; LI,
2005).

A maioria das investigacdes sobre a DH e outras doencas neurodegenerativas concentram-

se em elucidar os mecanismos subjacentes a neurodegeneracao e intervencdes terapéuticas no
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SNC. No entanto é claro que a disfuncdo neuronal e sinéptica, ocorrida antes da morte das
células nervosas, desempenha um papel importante na patogénese da doenca.

Existem fortes evidéncias na literatura sobre as alteracfes provocadas pela htt mutante em
neurdnios do SNC, no entanto, os dados a respeito do que acontece em neurdnios motores
ainda sdo escassos. Uma vez que a DH é caracterizada principalmente por desordens motoras,
é de suma importancia conhecer os mecanismos celulares e moleculares subjacentes a esta
doenca no plano do sistema nervoso periférico. Desta forma, este trabalho pretende investigar
eventos importantes na JNM, tanto em animais normais, quanto em camundongos
BACHD®%| transgénicos para DH na idade de 3 meses, que corresponde ao inicio da doenca
quando comparado a um individuo adulto. Os resultados obtidos a partir deste estudo poderao
contribuir para uma melhor compreensdo dos aspectos relacionados a disfuncéo colinérgica
envolvidos no comprometimento motor, podendo assim servir como subsidio para futuros

estudos clinicos.
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Figura 5: Desenho esquematico indicando a localizagdo e o papel de diversas proteinas envolvidas na exocitose,

endocitose e sinalizagdo em modelo de sinapse. As proteinas em negrito mostraram-se envolvidas na DH

segundo relatos prévios (SMITH; BRUNDIN; LI, 2005).
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2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

Avaliar possiveis alteracbes morfofuncionais na juncdo neuromuscular de diafragma de

camundongos BACHD®®”, um modelo experimental para doenca de Huntington.
2.2. Objetivos Especificos

e Investigar as possiveis alteracbes no processo de reciclagem de vesiculas sindpticas em
terminais motores pré-sinépticos de camundongos WT e BACHD®®" na idade de trés
meses.

e Quantificar, no plano éptico, 0 nimero de elementos pré e poés-sinapticos em masculos
diafragma de camundongos selvagens (WT) e transgénicos (BACHD®¥) na idade de trés
meses.

e Realizar andlise quantitativa da area dos elementos pré e pds-sindpticos de camundongos
WT e BACHD® na idade de trés meses.

e Caracterizar, no plano ultraestrutural, possiveis altera¢cbes morfoldgicas em terminacdes
nervosas motoras de mésculo esquelético proveniente de camundongos WT e BACHD®”

na idade de trés meses.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Animais

Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas linhagens de camundongos FVB/NJ wild-
tipe (WT) e FVB/N-Tg (BACHD®¥), transgénicos para doenca de Huntington, na idade de 3
meses e adquiridos no Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). Os camundongos
BACHD®®" consistem em um modelo transgénico recém-desenvolvido para DH. Ele foi
gerado a partir da micro-injegdo de um cromossomo bacteriano artificial contendo o
comprimento total da htt modificado, com 97 repeticdes de CAG. Estes animais demonstram
semelhancas anatémicas e fisioldgicas consistentes com o inicio da doenca na idade adulta e
tem sido considerado um novo e robusto paradigma in vivo para investigacdo da patogénese e
tratamento da DH. Camundongos BACHD®’ exibem, além de disfuncao sinaptica neuronal e
neuropatologia de inicio tardio e seletivo, déficits motores progressivos que aparecem antes
das alteracfes neuropatologicas detectaveis (GRAY et al., 2008).

Os animais ficaram alojados na unidade de cuidado de animais do Departamento de
Bioguimica e Imunologia do ICB/UFMG de acordo com as normas do CETEA-UFMG, sob a
responsabilidade da Profa. Fabiola Mara Ribeiro, co-orientadora e colaboradora deste projeto.

3.2. Obtencao da juncédo neuromuscular de camundongo

Para este estudo foi dissecado 0 musculo diafragma dos camundongos, associado ao nervo
frénico, responsavel por sua inervagdo. O conjunto nervo-musculo foi seccionado em dois
hemidiafragmas e estes foram montados em placas cobertas por gel de silicone Sylgard® e
fixados com alfinetes entomoldgicos. As prepara¢fes foram mantidas em solugdo Ringer
normal para camundongo contendo 135 mM de NaCl, 5 mM de KCI, 2 mM de CaCl,, 1 mM
de MgCl,, 12 mM de NaHCO3, 1 mM de NaH,PO,4, 11 mM de D-glicose e aeradas com uma
mistura de 5% CO,/ 95% O,. O pH do meio foi corrigido para 7.4 com solugéo de HCI.

3.3. Monitoramento do ciclo de vesiculas sinapticas utilizando o marcador
fluorescente FM1-43

A reciclagem de vesiculas sindpticas é uma etapa importante do processo de

neurotransmissao, sendo possivel estudar a exocitose e endocidose compensatéria de novas
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vesiculas através de marcadores fluorescentes vitais que sdo captados durante a endocitose e
liberados durante a exocitose (LICHTMAN et al., 1985; BETZ et al., 1992; RIBCHESTER,
et al., 1994). O desenvolvimento de sondas fluorescentes para estudar a reciclagem de
vesiculas sinapticas revolucionou a maneira pela a qual esse processo pode ser investigado
por permitir a visualizagdo de um mecanismo neuronal que por muito tempo vinha sendo
inacessivel (COUSIN & ROBINSON, 1999).

Marcadores do tipo FM, como o FM1-43, originalmente produzidos por Fei Mao, tém
sido utilizados para marcar e entdo monitorar vesiculas sinapticas, granulos secretérios e
outras estruturas endociticas em uma variedade de preparagdes vivas (GAFFIELD & BETZ,
2006). A utilidade dos marcadores FM deve-se as suas caracteristicas estruturais
fundamentais: em primeiro lugar, as moléculas sdo anfipaticas e possuem uma cauda lipofilica
ligada a uma cabeca carregada positivamente via ligac6es duplas, o que impede o marcador de
atravessar livremente as membranas celulares, mantendo-o preso no interior de endossomas
ou vesiculas (Figura 5A). Por sua vez, o comprimento da cauda lipofilica determina a
afinidade da molécula por membranas biologicas. A regido central contém dois anéis
aromaticos que criam o fluoréforo. Finalmente, o numero de duplas ligacGes unindo a cabeca
a cauda determina o espectro de fluorescéncia do marcador. Por exemplo, 0 FM1-43 tem uma
dupla ligacdo e pode ser excitado no espectro da fluoresceina enquanto o FM4-64 apresenta 3
ligacOes duplas entre cabeca e cauda, sendo excitado no espectro da rodamina (BETZ, et al.,
1996),( BRUMBACK et al., 2004).

Marcadores do tipo FM apresentam trés propriedades que os tornam Uteis para estudo do
trafego de vesiculas: (1) se ligam reversivelmente a membrana celular. Desta forma, quando a
sonda é aplicada a preparacdo, toda superficie de membrana exposta ao meio contendo FM
torna-se marcada. Quando a preparacdo € lavada em meio desprovido de FM, as moléculas do
marcador sdo removidas da superficie celular. (2) Moléculas de FM marcam seletivamente o
folheto externo da bicamada lipidica. Isto possibilita que as vesiculas em reciclagem capturem
0 marcador e 0 mantenham aprisionado em seu interior. Além disso, as moléculas de FM
estdo permanentemente carregadas, impedindo que elas se difundam através das membranas e
se tornem livres no citoplasma. (3) Sondas do tipo FM s&o menos fluorescentes quando estdo
em ambiente aquoso, mas sua fluorescéncia aumenta aproximadamente 350 vezes quando
estdo agregadas ao ambiente hidrofébico das membranas (BETZ et al.,1996; BRUMBACK et
al., 2004). Portanto, em meio contendo FM1-43, apds fusdo e incorporagdo da membrana das
vesiculas @ membrana da zona ativa durante a exocitose, a endocitose compensatoria

promovera reciclagem dos grupos vesiculares com membrana marcada com FM de modo que
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as vesiculas recicladas apresentardo o marcador aprisionado em seu interior e aderido a sua
membrana (Figura 6B). Isto possibilitard, ap6s a lavagem do corante remanescente (Figura
6C), a visualizacdo de aglomerados vesiculares marcados com a sonda em microscopio de
fluorescéncia sob a forma de pontos fluorescentes.

Caso a preparacdo seja estimulada por algum agente que dispare a exocitose de vesiculas,
como por exemplo, o estimulo elétrico, ocorrerd uma nova etapa de liberacdo de
neurotransmissores e exposicdo da sonda ao meio aquoso, possibilitando difusdo do FM1-43
para a solucéo salina na qual se encontra a preparacdo (Figura 6D). Isso determinara reducao
do sinal fluorescente dos pontos que representavam o0s aglomerados vesiculares que
continham o marcador (Figura 6E).

Em neurdnios, ciclos de exo e endocitose sdo controlados por atividade elétrica.
Marcacdo e desmarcacdo de terminais nervosos livres com marcadores fluorescentes, tais
como o FM1-43, acontece de modo atividade-dependente e permite estudar mecanismos de
liberacdo de neurotransmissores, tais como reciclagem de vesiculas sinapticas, exocitose e
endocitose (BETZ et al., 1996; COCHILLA et al., 1999).

De uma maneira sucinta, apos a obtencéo de uma preparacdo neuromuscular devidamente
alocada em solucdo contendo marcador, aplica-se um estimulo que evoca a exocitose das
vesiculas sinapticas. Estas entdo liberam seu contedo no meio extracelular e ocorre a
exposicdo da face luminal da membrana para o meio durante a exocitose. O corante entdo se
liga ao folheto externo da membrana das vesiculas e é internalizado durante endocitose
compensatdria. Em seguida, 0 meio externo € lavado, retirando-se o excesso de marcador que
ndo foi endocitado e permaneceu ligado externamente a membrana do terminal axonal.
Posteriormente, a preparacdo € examinada por microscopia de fluorescéncia permitindo a
visualizacdo das estruturas endocitadas marcadas, sob a forma de aglomerados vesiculares.
Apdbs um novo estimulo despolarizante, as vesiculas marcadas com FM1-43 sofrem exocitose
e como o corante se liga de uma maneira reversivel a bicamada lipidica, ele é liberado para a

fenda sinéptica juntamente com o contetido vesicular.
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Figura 6: O marcador fluorescente FM1-43 é utilizado para monitoramento dos passos de endocitose e exocitose
de vesiculas sinapticas em neurénios. (A) A estrutura quimica da sonda fluorescente FM1-43. (B) Marcacdo da
membrana da terminagdo pré-sinaptica com o FM1-43 adicionado a solugdo salina. O neurdnio foi estimulado
eletricamente na presenca de FM1-43. Notar que a membrana que originou uma nova vesicula sinaptica esta
marcada com a sonda. (C) Uma breve lavagem remove as moléculas de FM que ndo foram internalizadas. (D)
Um segundo ciclo de exocitose induzido por estimulo elétrico resulta na liberacdo da sonda que foi internalizada
durante a endocitose. (E) Declinio da fluorescéncia da sonda FM1-43 durante exocitose de vesiculas induzida
por estimulo elétrico. Essa perda de fluorescéncia resulta da passagem da sonda de um meio hidrofébico
(membrana da vesicula sinaptica) para um meio aquoso (solugdo salina) durante a exocitose (Basic
Neurochemistry, seventh edition. Edited by SIEGEL et al., 2006).
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3.4. Marcacdo e desmarcacdo de vesiculas sinapticas com FM1-43 em juncdo

neuromuscular de camundongo

As preparac6es neuromusculares foram estimuladas através da aplicacdo de uma solucao
salina contendo alta concentracdo de potassio (60mM KCI), na presenca da sonda vital FM1-
43 (4uM), durante 10 minutos. O FM1-43 foi usado para marcar o aglomerado de reciclagem
de vesiculas sinapticas (BETZ et. al., 1992). Apos a estimulacgéo, a preparacédo foi mantida em
repouso por 10 minutos em meio contendo FM1-43 para garantir a captacdo do marcador
durante endocitose compensatéria. Em seguida, a preparacdo foi lavada em meio Ringer
desprovido de FM1-43, por no minimo, 20 minutos para que o excesso de marcador aderido a
membrana do terminal sinaptico e a membrana da célula muscular fosse removido, permitindo
melhor visualizacdo dos grupamentos vesiculares contendo FM1-43 nas terminagcfes axonais.
Apos a lavagem do excesso de sonda, as vesiculas endocitadas foram desmarcadas através de
uma segunda etapa de estimulagdo (BETZ & BEWICK, 1992). As preparagdes foram
incubadas na presenga de d-tubocurarina (16 uM) para evitar contragdes musculares durante
todo o procedimento experimental. Para cada animal nds utilizamos apenas uma terminacgéo

pré-sinéptica para acompanhamento do processo de desmarcacdo (exocitose).

3.5. Marcacdo com FM1-43 fx e a-bungarotoxina em juncdo neuromuscular de

camundongo

Apos a dissecacdo o conjunto nervo-musculo foi marcado com a-bungarotoxina — Alexa
Fluor 594 na concentracdo de 12 uM (BETZ et al., 1992), por 20 minutos, a fim de
visualizarmos os aglomerados de receptores nicotinicos para acetilcolina na membrana pos-
sinaptica. Durante estimulacdo com solugdo Ringer contendo alta concentracdo de potassio
(60 mM KCI), as vesiculas sindpticas em reciclagem foram marcadas com a sonda
fluorescente FM1-43 fx (andlogo fixavel do FM1-43), na concentracdo de 8 uM, por 10
minutos (BETZ et al., 1992). Apds a estimulacédo, a preparacdo foi mantida em repouso por
10 minutos para garantir a captacdo maxima de FM1-43 fx durante endocitose compensatoria.
O excesso de FM1-43 fx, aderido a membrana do terminal sinaptico e a membrana da célula
muscular, foi removido durante um periodo de lavagem da preparagdo. A lavagem foi
realizada em Ringer contendo Advasep-7 (1ImM) e isento de marcador por 15 minutos. As
preparacOes foram fixadas em paraformaldeido a 4% por no minimo 50 minutos. Apds a

fixacdo, os musculos foram lavados com glicina em tampéo fosfato (0,1 M) para reducéo do
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sinal fluorescente do fixador. Finalmente, os musculos foram seccionados em dois
hemidiafragmas e montados em lamina de vidro usando o meio de montagem ProLong® Gold
(Invitrogen, SP, Brazil).

3.6. Analise ultraestrutural de terminacgdes motoras periféricas

Para os experimentos de caracterizacdo das JMNs de diafragma os camundongos WT e
BACHD®®" foram destinados a experimentos de microscopia eletrdnica de transmissdo. Para
examinar diferencas morfolégicas no plano ultraestrutural, as preparacdes neuromusculares
foram fixadas em solucdo recém preparada de paraformaldeido 4,0%, glutaraldeido 2,5% em
tampdo cacodilato 0,1M (pH 7.4) (solucdo de Karnovsky modificada), overnight a 4° C. Ap6s
fixados os musculos foram recortados em fragmentos de cerca de 3 mm de comprimento,
proximos a ramificagdo principal do nervo frénico e lavados com solugdo tampéo cacodilato
0,1M. Em seguida os fragmentos de tecido foram pds-fixados em tetroxido de dsmio 1% em
tampdo cacodilato 0.1M (pH 7.4) por 90 minutos a 4 °C. Ferrocianeto de potassio foi
adicionado a esta solucdo na concentracdo 1,6% (solucdo de tetroxido de 6smio reduzido). Os
fragmentos de tecido foram lavados em solucdo tampéo cacodilato 0.1M contendo cloreto de
Ca®* 0,05% (pH 7.4) em trés banhos de 10 minutos & temperatura ambiente seguido da
contrasta¢do “em bloco” por imersdo em acetato de uranila 2,0% overnight a 4° C. A etapa
seguinte consistiu em lavagem dos fragmentos com agua deionizada por 10 minutos em
temperatura ambiente e desidratagdo em uma série ascendente de etanol (35, 50, 70, 85, 95 e
100%) e acetona absoluta a temperatura ambiente. Posteriormente foi realizada uma pré-
infiltracdo em resina epon diluida em acetona, nas respectivas proporc¢des: 1:2, 1:1 e 2:1, na
auséncia do polimerizador. Por fim, os fragmentos foram infiltrados em resina epon, contendo
o0 polimerizador DMP-30, por no minimo 2 horas a temperatura ambiente, 1 hora em estufa de
40° C e 48 horas em estufa de 60° C. Apds a polimerizacdo dos blocos de resina contendo os
fragmentos do tecido foi realizada a microtomia com navalha de vidro (cortes semifinos de
300 nm) para selecdo das areas de interesse e, em seguida, a ultra-microtomia com navalha de
diamante (cortes ultrafinos de 50 nm) apenas da regido selecionada. Os cortes foram
montados em grades de cobre de 200 ou 300 mesh e contrastados com citrato de chumbo
(solucéo de Reynolds) para posterior visualizagéo.
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3.7. Obtencdo de imagens através de microscopia de fluorescéncia

As imagens dos terminais nervosos marcados com FM1-43 foram obtidas com o auxilio
de um microscopio de fluorescéncia (Leica DM2500®) acoplado a uma camera leica DFC
345FX utilizando-se objetivas de imersdo em agua (63x com abertura numérica de 0,95). As
imagens coletadas pela camera foram processadas e visualizadas em microcomputador
utilizando-se o programa Leica Application Suite (LAS), para 0 acompanhamento das etapas
de marcacdo e desmarcacdo das juncGes neuromusculares. A luz utilizada para iluminar a
preparacdo foi obtida através de uma ldmpada de mercurio e foram utilizados filtros de
505/530 nm para selecdo do espectro da fluoresceina, adequado a excitagdo do marcador
FM1-43. Todas as variaveis de ajuste da imagem como, por exemplo, tempo de exposicéo e

binning foram mantidas constantes para imagens obtidas num mesmo experimento.

3.8. Obtencdo de imagens através de microscopia confocal

Os musculos foram examinados através de um microscopio confocal de escaneamento a laser
(Zeiss LSM 510META - localizado no CEMEL ICB/UFMG), utilizando uma objetiva de
imersdo em o6leo (40x) para quantificacdo dos elementos pré e pdés-sinapticos. A luz de
excitacdo partiu de um laser de Argbnio, com comprimento de onda de 488 nm e, também, de
um laser Hélio-Nebnio, com comprimento de onda de 543 nm. O espectro da fluorescéncia
emitida foi de 510 — 620 nm para 0 FM1-43 fx e, de 610 — 680 nm para a a-bungarotoxina —
Alexa Fluor 594. As seccBes Opticas foram coletadas em intervalos de 2,0 um. Durante a
aquisicdo de imagens foi realizada a varredura completa de um dos hemidiafragmas.

3.9. Obtencdo de imagens através de microscopia eletrénica de transmisséo

A aquisicdo das fotografias digitais dos cortes ultrafinos foi realizada em microscépio
eletrénico de transmissdo Tecnai-G2-Spirit-FEI/Quanta, com voltagem de aceleracdo de 120
kV do Centro de Microscopia da UFMG e microscopio eletrdnico de transmissdo Zeiss-EM10
do Centro de Microscopia Eletrénica (CEMEL) — UFMG.
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3.10. Andlise estatistica

A andlise das imagens obtidas através da microscopia de fluorescéncia convencional e a
mensuracdo dos niveis de fluorescéncia foi realizada utilizando-se os programas ImageJ e
Microsoft Excel®. Estes dois programas também foram utilizados na analise das imagens
obtidas através da microscopia confocal e na quantificacdo do nimero e area dos elementos
pré e pos-sindpticos. Os elementos sinapticos foram circulados em sua totalidade para
mensuracdo da area. A densidade de juncdes foi determinada pela relagdo entre o numero de
elementos sinapticos analisados dividido pela area total em mm?. As imagens de JNM obtidas
através de microscopio confocal também foram submetidas a analise da intensidade do sinal
fluorescente para ambos os genotipos através da definicdo de um valor limiar para analise
entre 40 e 255 niveis de cinza utilizando o programa ImageJ. Elementos sinapticos que
apresentaram estes niveis de fluorescéncia foram circulados e através do programa a
intensidade de fluorescéncia foi medida em pixel. Os dados obtidos foram normalizados
percentualmente e convertidos em representacGes graficas através do programa GraphPad
Prisma 4.0.

A andlise das imagens de microscopia eletrénica de transmissdo e a mensuracdo dos
terminais nervosos, assim como a quantificacdo das vesiculas sinapticas, foram realizadas
utilizando-se os programas Image J e Microsoft Excel®. A densidade total de vesiculas
sinapticas foi calculada pela relacdo numero de vesiculas pela area do terminal (BECHERER
etal., 2001).

A anélise estatistica das imagens foi realizada pela aplicacdo do teste-t de Student. Os
valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4. Resultados

4.1. Elementos pré-sinapticos de musculo diafragma BACHD®®" ndo apresentam

diferencas significativas quando comparados aos WT

Neste trabalho investigamos inicialmente se JNMs de diafragma de animais BACHD®¥’
apresentavam comprometimento no processo de reciclagem de vesiculas sinapticas.

Para realizacdo deste estudo, terminacGes nervosas motoras de camundongos WT e
BACHD®®" foram marcadas com FM1-43 por meio da aplicacdo de um estimulo
despolarizante® sobre a preparacio neuromuscular de diafragma, em meio contendo o corante
fluorescente. A figura 7A mostra a imagens representativas de terminagcdes axonais marcadas
e visualizadas ao microscopio Optico de fluorescéncia. Nota-se que o0s terminais sinapticos
apresentaram um padrdo caracteristico de pontos fluorescentes dispostos em formato
arborizado. Cada ponto representa aglomerados de vesiculas sinapticas que, apds o estimulo e
consequente liberacdo vesicular, internalizaram o marcador FM1-43 durante a endocitose
compensatoria.

A taxa de marcacdo, ou endocitose vesicular, foi avaliada atraves da analise de
intensidade de fluorescéncia de diversos terminais pré-sinapticos para cada um dos animais
estudados. E interessante observar que aglomerados vesiculares de terminais motores dos
animais BACHD®® apresentaram-se menos fluorescentes quando comparados aos de animais
WT, no entanto esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa, conforme pode ser visto
na figura 7B, onde p=0,0545.

A fim de avaliar possiveis alteracbes morfolégicas em terminacGes motoras de animais
BACHD®*" que pudessem comprometer a endocitose e exocitose de vesiculas, foi mensurada
a area de diversos elementos pré-sinapticos correspondentes a cada grupo experimental. A
figura 7C mostra que ndo houve diferenca significativa entre as areas dos terminais sinapticos
de animais selvagens e transgénicos para DH.

A andlise destes dados sugere que, mesmo ndao havendo diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos, existe um indicativo de que o processo de endocitose de
vesiculas sinapticas possa estar comprometido nos animais transgénicos para DH. Para que
esta hipotese fosse investigada foi necessaria uma andlise mais detalhada dos elementos

sinapticos utilizando a microscopia confocal.

¥ Ringer contendo alta concentragéo de KCI 60 mM
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Figura 7: Terminais motores de WT e BACHD®" marcados com FM1-43 durante a endocitose de vesiculas
sinpticas. (A) Imagens representativas de terminagbes axonais de musculo diafragma de animais WT e
BACHD®", marcadas com FM1-43 e visualizadas ao microscopio 6ptico de fluorescéncia. (B) Gréfico
representativo comparando a intensidade do sinal fluorescente dos elementos pré-sinapticos entre camundongos
WT (barra branca) e BACHD®Y (barra preta), p=0,0545. (C) Grafico representativo comparando a area dos
terminais pré-sinapticos entre os dois grupos experimentais, p=0,1327. As barras representam a média + EPM de
oito experimentos independentes e um total de 48 terminais analisados para cada grupo de animais. n=4. Barra

de escala=10 pm.
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4.2. Elementos pré e pos-sinapticos de musculo diafragma BACHD®®' apresentam-se

alterados em imagens de microscopia confocal

Com o objetivo de verificar se os elementos pré e pos sinapticos de JNMs de diafragma

encontravam-se alterados em animais BACHD®’

, podendo assim refletir em disfuncéo
sinaptica nestes animais, foi realizada uma analise mais detalhada utilizando a microscopia
confocal. Esta técnica permite analisar uma &rea maior de cada muasculo bem como
quantificar os niveis de fluorescéncia de um nimero maior de terminais nervosos.

Terminais pré-sindpticos de JNMs foram entdo marcados com FM1-43fx (8uM) e os
aglomerados de receptores nicotinicos pos-sinapticos foram evidenciados com a-
bungarotoxina conjugada a Alexa Fluor 594 (12 uM).

A figura 8A corresponde a imagens representativas dos elementos sindpticos de animais
WT (painel superior) e BACHD®® (painel inferior). Em verde, sdo mostrados terminais pré-
sinapticos marcados com a sonda fluorescente FM1-43fx, em vermelho os elementos pos-
sinapticos marcados com a a-bungarotoxina, e em amarelo esta representada a sobreposicédo
das duas marcacdes. Nossas imagens sugerem gue existe alteracdo no padréo de distribuicédo
dos elementos pré e pés-sinapticos. Camundongos BACHD®’ apresentaram leve dispersdo
no padrdo de alinhamento desses elementos ao passo que os WT mostraram um padrdo
esperado de distribuicao.

Nota-se que os elementos pré e pds-sinapticos de animais BACHD®® apresentaram-se
menos fluorescentes quando comparados aos de animais WT e esta diferenca foi
estatisticamente significativa, conforme pode ser visto na figura 8B. A figura 8C mostra um
grafico representativo comparando o numero de elementos sinapticos encontrados, por
hemidiafragma, em animais selvagens e transgénicos. O nimero de elementos, tanto pré
quanto pds-sinapticos, foi estatisticamente menor nos camundongos BACHD®Y". De acordo
com a figura 8D, ndo houve diferenca significativa entre as areas dos elementos sinépticos de
animais selvagens e transgénicos para DH. A area total analisada no mdsculo foi a mesma
para animais WT e BACHD®®" conforme pode ser visto pelo grafico representado na figura
8E. A densidade de elementos sinapticos foi avaliada através da quantificagdo do nimero de
elementos sinapticos dividida pela area total ocupada por estes para cada um dos animais
estudados. O gréafico da figura 8F comparou a densidade dos elementos sinapticos nos animais
WT e BACHD®Y. Pode-se observar que a densidade dos elementos sinépticos foi menor nos
animais transgénicos para DH, sendo que esta diferenca foi estatisticamente significativa tanto

para elementos pré quanto pds-sinapticos.
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Estes resultados sugerem que a DH pode comprometer o processo de reciclagem de

vesiculas, bem como promover alteracfes em receptores pos-sinapticos para acetilcolina.
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Figura 8: Alteracdes dos elementos sinapticos de JNMs de animais BACHD®® vistos por microscopia confocal.
(A) Imagens representativas dos elementos pré (verde) e pos-sindpticos (vermelho) de JNMs de musculo
diafragma de animais WT (painel superior) e BACHD®®" (painel inferior). Em amarelo est4 representada a co-
localizagdo de ambos os elementos. (B) Gréafico representativo comparando a intensidade de fluorescéncia dos
elementos pré e pos-sinapticos em camundongos WT (barra branca) e BACHD®®' (barra preta). As barras
representam a média de 250 elementos mais fluorescentes encontrados para ambos os genétipos. (C) Gréafico
representando a média do nimero de elementos pré e pos-sinapticos contados por hemidiafragma em cada grupo
de animais. (D) Grafico representativo comparando a area dos elementos sinapticos entre animais WT e
BACHD®’. Para a medida da érea, foi analisado o mesmo niimero de elementos sinapticos para cada grupo. (E)
A éarea total analisada foi a mesma para ambos os grupos experimentais. (F) Grafico comparando a densidade
dos elementos sinapticos em animais selvagens e transgénicos. As barras representam a média + EPM de trés

experimentos independentes para cada genotipo. (* p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,0001). Barra de escala=10 um.
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4.3. Animais BACHD®®" apresentam alterages no processo de exocitose de vesiculas
sinpticas

Diante das alteracdes encontradas nos elementos sinapticos em camundongos BACHD®”
que podem, de alguma forma, refletir um comprometimento no processo de endocitose
vesicular, nos perguntamos se poderia haver também alteraces na exocitose de vesiculas
sinapticas. Com o objetivo de responder esta questdo, terminais previamente marcados com o
FM1-43 passaram por uma segunda etapa de estimulacdo onde foi possivel medir a perda de
fluorescéncia dos terminais nervosos. Essa variagdo entre fluorescéncia inicial e final
corresponde a exocitose de vesiculas sinapticas, consequente liberacdo do neurotransmissor e,
juntamente com ele, a liberacdo da sonda fluorescente para o meio extracelular. Vale
mencionar que o FM1-43, ao passar para 0 meio externo isento de marcador, dissocia-se da
membrana da vesicula devido a diferenca em seu gradiente de concentragdo e assim, por ser
menos fluorescente em meio hidrofilico, ele sofre perda do sinal fluorescente permitindo a
visualizacdo da exocitose vesicular.

O marcador fluorescente FM1-43, quando exposto prolongadamente a luz polarizada,
apresenta reducdo da intensidade do sinal fluorescente, fenémeno conhecido como
fotodesmarcacdo (photobleaching). Para mensuracdo dos niveis de fotodesmarcacao,
terminacbes marcadas com FM1-43 foram submetidas a luz polarizada em intervalos de
tempo de 0, 1, 3, 5 e 7 minutos, sendo o tempo de exposicdo equivalente ao tempo de
obtencg&o das imagens, conforme pode ser visto na figura 9A.

Para mensuracdo dos niveis de desmarcacdo/exocitose, ap0ds a obtencdo de imagens
iniciais no tempo O minuto, as termina¢bes marcadas com FM1-43 de animais WT e
BACHD®®" foram expostas ao estimulo despolarizante* capaz de induzir a exocitose de
vesiculas sinapticas. As figuras 9B e 9C mostram imagens representativas da reducao do sinal
fluorescente antes e ao longo de 7 minutos apos a aplicacdo do estimulo, para animais WT e
BACHD® respectivamente. Pode-se observar que a queda do sinal fluorescente em terminais
nervosos de animais WT foi maior quando comparada com a dos animais BACHD®",
conforme esté representado na curva de desmarcacdo apresentada na figura 9D. De acordo
com o grafico representativo da figura 9E, enquanto JNMs de camundongos selvagens
apresentaram uma taxa de desmarcacgdo de aproximadamente 40%, terminacOes axonais de
animais transgénicos perderam apenas 20% do sinal fluorescente. Estes dados indicam que

Q97

nos terminais motores de BACHD*"" um menor numero de vesiculas sinapticas, que

* Ringer contendo alta concentrago de KCI
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continham o marcador fluorescente em seu interior, sofreram exocitose quando comparados
aos WT. E importante ressaltar que as curvas de fotodesmarcacio, respectivas para cada
grupo estudado foram utilizadas como controle para todos 0s experimentos.

A andlise destes resultados sugere que a huntingtina mutante pode, de alguma forma,
comprometer a exocitose de vesiculas sindpticas em terminais motores de animais
BACHD®®", comprometendo a neurotransmissdo justificando assim a presenca e/ou

agravamento de sintomas motores presentes da DH.
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Figura 9: Alteragdo na exocitose de vesiculas sinapticas em animais BACHD®Y. (A) Imagens representativas de
terminal axonal marcado com FM1-43 em Ringer normal no inicio do experimento (tempo 0”) e ap6s 1°, 3’, 5’ e
7’ de exposicdo a luz polarizada. (B) Imagens representativas da reducdo do sinal fluorescente em terminal
motor de animal WT no tempo 0’ e acompanhada durante 7,” apds a aplicagdo do estimulo despolarizante. (C)
Imagens representativas da reducdo do sinal fluorescente em terminal motor de animal BACHD®®" no tempo 0’ e
acompanhada durante 7°, ap0s a aplicagdo do estimulo despolarizante. (D) Curva representando o decaimento do
sinal fluorescente ao longo de 7°, apds a exposi¢do ao estimulo despolarizante em animais WT (vermelho) e
BACHD® (verde). Em preto esta representada a curva controle (fotodesmarcagao). (E) Grafico representativo
mostrando a quantificagdo da exocitose evocada por estimulo apds 7’ de exposi¢do em animais WT (cinza) e
BACHD®’ (preto). A barra branca representa a fotodesmarcagao. Foram analisados cinco pontos fluorescentes
de cada terminal nervoso. Utilizamos um terminal nervoss de cada animal, sendo que para cada grupo
experimental contamos com n=3 animais. Os resultados expressam a média + EPM de 15 pontos fluorescentes
para cada grupo experimental. (*** p<0,0001). Barra de escala=10 pm.
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4.4. Elementos sinapticos de JNM de diafragma BACHD®¥ ndo apresentam

alteragdes no plano ultraestrutural

Uma vez observado um possivel comprometimento pré e pos-sindptico nas JNMs de
aninais BACHD®Y, que refletem em alteracdo no processo de reciclagem de vesiculas
sinapticas, buscou-se investigar se existem alteracdes, no plano ultraestrutural, em termos de
morfologia, nimero de vesiculas, area do terminal pré-sinaptico, comprimento das dobras
pos-juncionais, dentre outros parametros que ndo podem ser analisados atraves da
microscopia optica de fluorescéncia.

Nossos resultados mostraram que 0s elementos sindpticos das JNM de camundongos
BACHD®®" apresentam morfologia ultraestrutural geral semelhante aos dos animais WT,
conforme pode ser visto na figura 10A. Entretanto, em maior aumento, ap6s uma avaliacdo
qualitativa, nota-se que os animais transgénicos tendem a apresentar leve alteragdo na forma e
tamanho das vesiculas sinapticas. De acordo com o grafico apresentado nas figuras 10B nédo
existiu diferenca na area de superficie de terminais nervosos encontrados entre 0s
camundongos WT e BACHD®’. As figuras 10C e 10D mostraram que ndo houve diferenca
significativa em relacéo ao nimero de vesiculas por um? de terminal bem como nimero de
mitocondrias por um? entre os grupos estudados. Nés também mensuramos o0 comprimento
das dobras juncionais pds-sinapticas, considerando possiveis alteracfes compensatorias da
célula muscular em decorréncia do comprometimento sindptico. Apesar de animais
BACHD®" apresentarem uma tendéncia & diminuicio no comprimento das dobras (p=0,1897)

essa diferenca néo foi estatisticamente significativa (Figura 10E).
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Figura 10: Anélise ultraestrutural de JNM de camundongos WT e BACHD®Y. (A) Imagens representativas da
JNM de camundongos WT e BACHD®Y'. (B) Gréfico representativo comparando a area dos terminais sinépticos
entre os grupos estudados (p=0,3668). (C) Gréafico representando a média do nimero de vesiculas sinapticas
encontradas por um? de terminal nervoso em cada grupo de animais. (D) Gréfico representando a média do
nimero de mitocondrias encontradas por um? de terminal nervoso em camundongos WT e BACHD®Y. (E)
Gréfico representativo comparando o comprimento das dobras juncionais pos-sindpticas entre animais selvagens
e transgénicos (p=0,1897). Foram analisados 20 terminais nervosos para cada grupo experimental. As barras
representam a media + EPM de, no minimo, seis experimentos independentes. n=3. Barra de escala=10 pm.
Barra de escala=200nm.
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5. Discussao

A DH é um transtorno neurodegenerativo progressivo fatal, cujos sintomas sdo graves e
incluem déficits cognitivos, psiquiatricos e motores. Até o0 momento ndo existe cura, no
entanto, grandes progressos tém sido feitos a fim de compreender os mecanismos
fisiopatologicos que envolvem esta doenca (REDDY & SHIRENDEB, 2012). Segundo
Raymond et al., (2012), o uso de modelos animais tém sido fundamental para elucidar a
progressdo das alteracbes comportamentais e fisiologicas que, até entdo, ndo tinha sido
possivel utilizando modelos de neurotoxinas cléassicos.

Estudos envolvendo modelos experimentais tém corroborado com o0s aspectos
neuropatologicos da DH, em especial, por perda neuronal em regides do cortex e estriado. No
entanto, o globo palido, o talamo, o hipotalamo, o nucleo subtalamico, a substancia negra e
cerebelo também s&o afetados (revisado por RAYMOND et al.,2012).

Apesar dos esforcos realizados para esclarecer os mecanismos pelos quais a htt mutante
leva a DH no SNC, néo foi possivel, até 0 momento, elucidar completamente 0s mecanismos
celulares e moleculares da doenca no nivel periférico. E sabido que disfuncdes sinapticas
envolvendo a JNM podem contribuir para o desenvolvimento de inimeras desordens motoras
tais como, Spinal muscular atrophy (SMA), Myotonic Distrophy and Myasthenia Gravis
(FINSTERER et al., 2011). Sendo assim, é fundamental compreender como a htt mutante atua
nesta estrutura, uma vez que os disturbios relacionados ao movimento na DH podem envolver
uma neuropatologia periférica (RIBCHESTER et al., 2004).

Desta forma, o objetivo principal deste trabalho foi avaliar possiveis alteragdes
morfofuncionais na JNM de diafragma de camundongos BACHD®®", que pudessem também,
comprometer a neurotransmissdo periférica e assim agravar 0s sintomas motores
caracteristicos da doenga.

Existem fortes evidéncias de doencas sindpticas envolvendo o SNC de modelos
transgénicos usados para o estudo da DH. Spampanato et al., (2008) investigaram a
progressao das alteragdes sinapticas em células piramidais e interneurénios do cortex motor
superficial em camundongos BACHD. Este grupo demonstrou que as alteragdes sinépticas
foram detectadas ja aos trés meses de idade nestes animais e aos seis meses estes exibiram
alteracdes progressivas, sob a forma de excitacdo cortical reduzida e perda de inibicdo em
células piramidais, sugerindo que mudangas no circuito cortical superficial podem contribuir

para o declinio da funcdo motora em animais transgénicos para DH.
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Smith et al., (2006) relataram que a transmissdo colinérgica é afetada em modelo de
camundongo R6/2, transgénico para DH, e em tecidos de pacientes com a doenga, uma vez
que encontraram niveis reduzidos da proteina VAChT e de ChAT, bem como reducdo da
atividade de AChE em regiGes do cortex e estriado

Farrar, Callahan e Abercrombie (2011) foram os primeiros a demonstrar que a liberagdo
de ACh é reduzida em animais transgénicos para DH previamente treinados e que
apresentaram, de fato, comprometimento das fun¢des motoras. A regulacdo da liberacdo da
ACh estriatal por mecanismos dopaminérgicos tem sido tema de grande interesse em
pesquisas, particularmente no que diz respeito & fisiopatologia da Doenca de Parkinson. E
sugerido que esta regulacdo é largamente inibitoria, ou seja, a ativacdo de receptores D2
expressos em células estriatais colinérgicas inibe diretamente a liberacdo de ACh. A partir
disso, este grupo observou também reducdo nos niveis basais de dopamina extracelular do
estriado. Este dado foi consistente com varios outros estudos que relataram funcéo reduzida
da dopamina nigroestriatal em modelos de camundongos transgénicos para DH (PETERSEN
et al., 2002), (JOHNSON et al., 2006), (CALLAHAN & ABERCROMBIE, 2011), (ORTIZ et
al., 2011).

Yuen et al., (2012) encontraram também que a transmissdo sindptica mediada por
receptores GABAA € significativamente comprometida em modelo de camundongo
transgénicos para DH.

Shirendeb et al., (2012) mostraram recentemente que a interacdo da htt mutante com a
proteina mitocondrial Drpl em cérebros post-mortem e cultura de células priméarias de
camundongos BACHD, causa excessiva fragmentacdo mitocondrial que leva ao defeito no
transporte axonal e distribuicdo mitocondrial anormal, particularmente em neuritos e regioes
de sinapses.

Em geral, estudos recentes de transporte e dindamica mitocondrial, expressdo de proteinas
sinapticas, liberagdo de neurotransmissores, além de estudos anteriores, indicam que o dano
sinaptico é um evento precoce no processo da doenca e pode estar ligado a htt mutante e
distribuicdo anormal de mitocondria nas sinapses de em DH (REDDY & SHIRENDEB,
2012).

Nessa perspectiva, terminacdes motoras de camundongos WT e BACHD® foram
inicialmente marcadas com a sonda fluorescente FM1-43 a fim de verificar se animais
transgénicos apresentavam comprometimento no processo de reciclagem de vesiculas
sinapticas. A molécula de FM1-43 é anfipatica e apresenta afinidade pela membrana celular

gracas a sua cauda hidrofobica, possibilitando que o marcador seja captado pelas vesiculas
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durante a endocitose e que aglomerados vesiculares contendo o marcador sejam visualizados
em microscopio de fluorescéncia (BETZ et al., 1996).

Para mensuracao dos niveis de marcacdo foram analisadas pelo menos dez terminagdes
motoras marcadas com FM1-43 em cada par de animais estudado. Nés observamos que 0s
terminais pré-sinapticos de camundongos BACHD®®" apresentaram-se menos marcados
qguando comparados a animais WT, no entanto essa diferenga ndo foi estatisticamente
significativa, conforme visto na figura 7. Esses dados sugeriram, portanto, a realizacdo de
experimentos adicionais para o esclarecimento dessa variagao.

Logo, terminais motores foram novamente marcados com FM1-43, no entanto com a
adicdo de um novo marcador, a a-bungarotoxina-Alexa 594, que por se ligar de forma estavel
a receptores nicotinicos para acetilcolina permite a visualizacdo dos elementos pds-sinapticos.
Os hemidiafragmas foram entdo levados ao microscopio confocal com o objetivo de obter
uma andlise mais detalhada das JNMs, uma vez que a microscopia confocal nos permitiu
varrer uma area maior do musculo além de analisar um numero maior de terminacdes
nervosas.

Este experimento mostrou que o numero de terminais pré-sindpticos, assim como
elementos pés-sinépticos marcados com a-bungarotoxina foi menor em animais BACHD®'.
Além disso, os elementos sinapticos destes animais apresentaram uma intensidade de
marcagdo, com 0 FM1-43 e a-bungarotoxina, menores quando comparada a WT. Ambos 0s
resultados foram estatisticamente significativos. Estes dados estdo de acordo com
experimentos realizados por Ribchester et al., (2004) que mostraram, em modelo animal
semelhante, diminuicdo no nimero de elementos pds-sinapticos reveladas por JNMs com
auséncia de receptores para ACh em uma pequena fracdo de terminais. Além disso, assim
como mostrado em nossos resultados, eles também ndo encontraram diferencas em relacao a
area dos elementos sinapticos de animais jovens. As zonas de placa terminal ndo apresentam
fragmentacdo ou expansdo que sdo comuns com a atrofia, no entanto, a area dos elementos
diminuiu quando a atrofia progrediu em estagios mais avancados da doenca. Nossos dados
mostraram também leve alteracdo no padrdo de distribuicdo dos elementos pré e pos-
sinapticos em camundongos BACHD®" que se apresentaram mais dispersos quando
comparados aos WT sugerindo que a htt mutante pode interferir na organizacdo dos elementos
sinapticos. No entanto, para confirmar esta observacdo, seria importante realizar novas
imagens com objetivas de menor aumento, que permitiriam uma visdo panoramica da

distribuicdo dos elementos sinapticos nos dois genotipos.
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E interessante ressaltar que o FM1-43, conforme ja mencionado, ¢é captado pelas vesiculas
durante a endocitose, possibilitando a visualizacdo de aglomerados vesiculares sob a forma de
pontos fluorescentes em preparacdes de JNMs examinadas ao microscopio de fluorescéncia.
Logo, a variacdo da captacdo do marcador entre os grupos estudados indica que podem existir
alteracbes na maquinaria de endocitose/exocitose em camundongos transgénicos para DH
e/ou um menor numero de vesiculas sinapticas funcionais em camundongos transgénicos para
DH. Para testar esta hipotése, seriam necessarios novos experimentos utilizando outros
marcadores pré-sindpticos, como por exemplo, anticorpos que reconhecem proteinas de
vesiculas sinapticas e que ndo dependem de atividade sinaptica para sua internalizacao.

E sugerido que a htt do tipo selvagem é necessaria para endocitose mediada por clatrina
durante a recuperacdo da vesicula sinaptica pela membrana plasmatica, sendo assim, é claro
que varios fatores podem contribuir para alteracdes neste processo na DH. A desregulacéo
pré-sinéptica envolvendo a HIP1, proteina acessoria para a endocitose mediada por clatrina,
tem sido indicada na DH (PARKER et al., 2007). Alteracdes na via de endocitose dependente
de clatrina podem ser importantes para explicar nossa observacdo de menor marcacdo com
FM1-43 em camundongos BACHD®’.

Singaraja et al., mostraram também que a proteina de interacdo a htt HIP14 encontra-se
diminuida na DH sugerindo que a reducdo na interacdo entre htt e HIP14 poderia contribuir
para disfuncdo neuronal presente na doenca, perturbando as vias normais de transporte
intracelular. Essa proteina é expressa em neur6nios, esta localizada no complexo de Golgi e
vesiculas citoplasmaticas, e sua funcdo esta relacionada a endocitose.

Sendo assim, uma vez que os resultados anteriores indicaram comprometimento no
processo de endocitose vesicular em animais BACHD®Y, observado pela diminuicdo na
intensidade de fluorescéncia dos elementos sinapticos, o objetivo seguinte buscou verificar a
existéncia de algum tipo de variagdo na exocitose de vesiculas.

Nossos resultados mostraram que a queda do sinal fluorescente, ou seja, taxa de exocitose
vesicular foi menor em terminais motores de camundongos BACHD®" quando comparados
aos animais WT. Estes dados indicam que além de comprometimento no processo de
endocitose, revelados pela menor intensidade de marcacao pelo FM1-43, animais transgénicos
podem apresentar também alteracGes na exocitose de vesiculas sinapticas.

Estes dados contradizem Rozas et al., (2011) que mostraram pela primeira vez em
linhagem de camundongos transgénicos R6/1 para DH, aumento inesperado na liberagdo de
neurotransmissor em terminais motores evocados por estimulo. Os experimentos deste grupo

foram realizados medindo o potencial de placa terminal (EPP) evocado pela estimulacdo do
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nervo e através da desmarcacdo de terminais motores marcados com a sonda fluorescente
FM2-10, semelhante ao FM1-43. O grupo explica que os resultados encontrados podem ser
devido a desregulacdo nos niveis de proteina sinapticas. Sugerem também que a liberacéo
aumentada de neurotransmissor pode ser causada por um aumento no pool de vesicula
prontamente liberavel ou mesmo de uma maior probabilidade de liberagdo uma vez que
observaram também que, sob fortes estimulagdes a depressao sinaptica era maior em R6/1
enquanto a recuperacdo de vesiculas ndo foi alterada. Quanto maior a depressao sinaptica
maior a probabilidade de liberagdo. Sob essas condi¢cbes um mecanismo de reciclagem
eficiente e recarga dos conjuntos de vesiculas sdo necessarias para sustentar a transmissao
sinaptica durante a chegada do potencial de acdo (DELGADO et al., 2000), (RIZZOLI &
BETZ, 2005). O estudo ndo encontrou diferencas na reciclagem de vesiculas sinapticas entre
0s animais controle e R6/1, bem como alteracdo dos niveis de ACh em vesiculas individuais.

Ja Ribchester et al., (2004), no geral, ndo encontraram diferencas no mecanismo da
neurotransmissao entre camundongos WT e da linhagem R6/2, no entanto eles sugeriram uma
analise mais detalhada das caracteristicas de liberacdo espontanea. E importante ressaltar que
existem diferencas entre os modelos transgénicos usados para se estudar a DH. Como
exemplo, camundongos R6/1 e R6/2, apesar de serem 0s mais estudados, sdo caracterizados
por apresentarem rapida e progressiva degeneracao dos terminais nervosos motores bem como
atrofia muscular precoce que podem mascarar ou contrabalancear o fen6tipo (MENALLED et
al., 2009), (revisado por SWITONSKI et al., 2012)

Existem evidéncias na literatura de que a DH pode promover alteracdes na maquinaria de
fusdo de vesiculas sinapticas. Esses dados podem servir de base para explicar os resultados
obtidos neste trabalho. Shirendeb et al., (2012) mostraram expressdo diminuida da proteina
sinaptica sinaptofisina em cérebros post-mortem de paciente com DH. Esta proteina €
sugerida por interagir com a sinaptobrevina, proteina do complexo SNARE relevante para
exocitose de vesiculas sinapticas (McCMAHON et al., 1996).

Morton & Edwardson (2001) descreveram a perda progressiva de complexina Il e
deplegdo de a-SNAP em cérebros de camundongos transgénicos para DH. Embora a fungéo
exata da complexina ainda ndo esteja clara, sugere-se que ela possa se ligar ao complexo
SNARE assim como a a-SNAP e, portanto, envolvidas no controle da exocitose.

Morton, Faull e Edwardson (2001) mostraram também mudancas nos niveis de
complexina Il, da proteina SNARE sinaptobrevina2 e da Rab3A em cérebros de pacientes
DH, que apresentaram diminuigéo da expressdao em regides do estriado, bem como em regides

cerebrais de camundongos R6/2, podendo assim contribuir para alteragdes no mecanismo de
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neurotransmissdo. Os niveis rab3A apresentaram-se diminuidos também em modelos de
camundongos R6/1 transgénicos para DH conforme revelado nos estudos de Smith et al.,
(2005, 2007). A rab3A interage com a SNAP-25 para regular a exocitose de vesiculas
sinapticas ap06s o conjunto de vesiculas prontamente liberaveis ser esgotado. Sendo assim, a
diminuicdo na exocitose de vesiculas sinapticas em camundongos BACHD®®" demonstrada
nesse trabalho poderia ser explicada por uma alteracéo nos niveis da proteina rab3A.

A CSP, proteina expressa em vesiculas sinapticas, tem funcdo vital na transmissao
sinaptica e tem sido descrita por interagir com a proteina G de canais para Ca2+ do tipo N.
Essa associacdo bloqueia a abertura destes canais. Miller et al., (2003) examinaram os efeitos
da htt expandida no sistema CSP e encontraram que a htt mutante bloqueou a interacdo de
CSP com a proteina G indicando que a modulacdo dos canais para Ca2+ é blogueada na DH,
desregulando os niveis intracelulares deste ion e podendo desta forma comprometer a
liberac&o de neurotransmissor.

Sabe-se que 0 aumento intracelular de Ca2+ promove a exocitose de vesiculas sinépticas.
Alteracdes na homeostase deste ion foram relatadas em JNM de modelo de drosofila para DH
(revisado por ROZAS et al., 2010). Este grupo sugere, no entanto, que as eleva¢bes anormais
de Ca2+, por si s6, ndo sdo capazes de aumentar a liberacdo de vesiculas sinpticas. Alguns
autores propuseram que a interacdo entre a htt mutante e a maquinaria de liberagéo vesicular
pode regular, de maneira eficaz, os niveis pré-sinapticos de Ca2+. Seria interessante medir em
nosso modelo experimental os niveis Ca2+, intracelular basal e apds estimulo despolarizante,
a fim de verificar a existéncia de alguma alteracdo que poderia explicar uma menor exocitose
de vesiculas sinépticas nos camundongos BACHD®'.

Com o objetivo de verificar se terminacdes motoras de camundongos BACHD®’
apresentavam alteracdes morfoldgicas no que se refere a nimero e formato das vesiculas
sinapticas, bem como area do terminal pré-sindptico e comprimento das dobras pos-
juncionais, JNMs destes animais foram submetidas a analises ultraestruturais.

Nossos resultados mostraram que ndo houve diferencga na area dos terminais nervosos bem
como no numero de vesiculas encontradas por terminal, entre os camundongos WT e
BACHD®". Esses dados contradizem Li et al., (2003) que, usando microscopia eletronica de
transmissdo em seccOes de cortex cerebral de camundongos R6/1, observaram que 0s
terminais axonais destes animais continham agregados de htt mutante, revelados através de
marcacdo por imunogold, e frequentemente menos vesiculas sindpticas quando comparados
aos terminais axonais normais. Eles sugeriram, portanto, que a presenca de grandes agregados

intracelulares em alguns axénios conseguiria bloquear fisicamente o transporte de organelas e
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outras moléculas podendo assim comprometer a neurotrasmissao em animais transgénicos
para DH. Baseado nestas evidéncias destacamos a necessidades de experimentos adicionais
com o objetivo de identificar os agregados de htt mutante nos terminais nervosos motores de
camundongos BACHD®®". No que diz respeito & morfologia das vesiculas sinépticas, nossas
eletron-micrografias revelam alterages no tamanho e forma dessas destas estruturas,
concordando com a idéia deste grupo de pesquisadores de que a htt mutante se liga mais
fortemente as vesiculas sinapticas em relacdo a htt normal afetando assim a liberacdo de
neurotransmissores. Steinert et al., (2012) mostraram também tamanhos variados de vesiculas
sinapticas em JNMs de modelo de Droséfila transgénico para DH. Eles revelaram que a
proteina Rab115 poderia estar envolvida nesta variagdo uma vez que a superexpressao desta
proteina restaurou o didmetro médio das vesiculas sinapticas. O tamanho das vesiculas
sinapticas também pode ser alterado por ganhos de funcdo aberrantes da htt mutante bem
como por interacdo desta proteina com outras proteinas tais como a chaperona de vesicula
sinaptica CSP e a PACSIN1, que regula a recuperacao vesicular (SMITH, BRUNDIN and LI,
2005).

Neste trabalho, n6s também mensuramos o comprimento das dobras juncionais pos-
sindpticas nas eletron-micrografias de terminais motores de diafragma de camundongos WT e
BACHD®®". Nossos resultados mostraram que animais BACHD®” apresentaram uma
tendéncia a diminuicdo no comprimento das dobras, apesar dessa diferenca ndo ser
estatisticamente significativa. Este achado pode ser reflexo da atrofia muscular progressiva
relatada em DH (RIBCHESTER et al., 2004).

Estudos recentes evidenciaram alteragbes mitocondriais nos animais transgénicos, no
entanto nossas analises de ultraestrutura ndo revelaram qualquer tipo de modificacdo nessas
organelas, tanto em relacdo ao numero de mitocéndrias por terminal (dados ndo mostrados)
quanto em relacdo a sua morfologia. Segundo Kim et al., (2010) as primeiras evidéncias de
alteraces mitocondriais em DH foram observadas hé aproximadamente trés décadas atras em
estudos ultraestruturais de bidpsias de tecido cerebral de pacientes com a doenca. Esse grupo
mostrou, através de analise quantitativa, que numero de mitocdndrias identificadas por imuno-
histoquimica foi reduzido com o aumento da gravidade da doenca, embora a perda
mitocondrial ndo tenha sido significativa em neurdnios colinérgicos do estriado.
Paralelamente verificaram-se significativas alteracbes morfologicas e bioquimicas de fissdo e

fusdo mitocondrial. Diversos estudos tém apoiado a hipotese de que a disfun¢do mitocondrial

% Proteina envolvida na reciclagem endossomal.
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¢ importante no processo fisiopatoldgico de diversas doencas neurodegenerativas,
particularmente em DH. Em neurdnios esse evento resulta em uma cascata de acontecimentos
que incluem reducdo da producdo de ATP, alteracdo na homeostase de Ca2+, aumento de
espécies reativas de oxigénio e morte neuronal aléem de fragmentacdo mitocondrial. Estas
alterac6es podem prejudicar o transporte axonal e levar a disfuncdo sinaptica em DH. A partir
dessas evidéncias sugerimos a necessidade de uma analise ultraestrutural mais detalhada dos
terminais motores de camundongos BACHD® a fim de verificar alteragdes no padrdo
mitocondrial.

Diante do que foi exposto, sugerimos que a reducdo nos niveis de diversos
neurotransmissores descritos anteriormente para DH e que possuem relacdo com distarbios do
movimento presentes na doenca, pode ser devido ndo somente a defeitos no enchimento de
vesiculas, sintese e degradacdo, mas também a alteragdes na maquinaria de vesiculas
sinapticas. Além disso, o acumulo de agregados intracelulares de htt bem como a
fragmentacdo mitocondrial presentes na DH podem comprometer o trafego vesicular.

Este trabalho é pioneiro em caracterizar alteracdes morfologicas e funcionais em JNMs de
camundongos BACHD® indicando que alteracées semelhantes, envolvendo os processos de
endocitose e exocitose de vesiculas sinapticas, que acometem o SNC podem ocorrer também
a nivel periférico. Entretanto, ainda estamos no campo das hipdteses sendo necessarios
estudos mais aprofundados para esclarecer este provavel mecanismo.

Contudo, os resultados obtidos a partir deste estudo poderdo ajudar a entender as questdes
relacionadas ao deficit colinérgico envolvido no comprometimento motor e caracterizado em
modelo animal cuja a progressdo da doenca é semelhante ao que acontece em um individuo

adulto com DH.
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6. Conclusdo

A DH é caracterizada por sintomas motores e cognitivos sendo de suma importancia
entender os mecanismos celulares e moleculares que levam ao seu desenvolvimento no plano
do sistema nervoso periférico. Esses dados ainda sdo escassos na literatura e de forma inédita
nés estudamos as alteracdes morfofuncionais em JNMs de camundongos BACHD®Y,
transgénicos para a DH. Nossos resultados mostraram que a disfuncdo sinaptica provocada
pela htt mutante e conhecida no SNC tém acometido também terminais nervosos motores.
Este estudo sugere que animais BACHD?®" apresentam alteracées no processo de reciclagem
de vesiculas, tanto na endocitose compensatdria quanto na exocitose de vesiculas sinapticas,
bem como alteracdo na morfologia destas organelas nas terminagcfes nervosas, indicando
assim que a deficiéncia funcional de elementos pré e pds-sinapticos podem afetar, de alguma
forma, a funcdo motora neste modelo animal. A investigagdo detalhada de mecanismos
sinapticos continuard sendo alvo de estudo para definicdo de papéis patologicos da htt

mutante na progressdo da DH envolvendo a estrutura da JNM.
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