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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é a maior causa de deméncia. A etiologia da DA ainda néo é
completamente compreendida. A maioria dos casos tem origem desconhecida. Cada vez mais
evidéncias demonstram a relevancia de mecanismos imunol6gicos na patologia da DA.
Dados recentes mostram que a perda sinaptica observada desde estagios precoces da DA
ocorre devido ao aumento da poda sinaptica mediada por Clg e C3, proteinas do sistema
complemento, que marcam sinapses para fagocitoses por micréglias. A quimiocina CX3CL1
possui um papel central na regulacdo da atividade destas células, havendo indicios de sua
participacdo no processo de poda sinaptica. A perda sindptica € o maior correlato com o0s
déficits cognitivos encontrados na DA. Sabe-se que o petideo B-amiloide (AB), central na
patologia da DA, interage com o receptor metabotropico de glutamato 5 (mGIuRb), alterando
as vias de sinalizagdo intracelular deste receptor e dando inicio as disfun¢des nas atividades
sinapticas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar o papel do mGIuR5 na expressao
de proteinas envolvidas na poda sindptica. Para isso, utilizamos camundongos machos e
fémeas WT e knockout de mGIuR5 (mGIuR5™) submetidos a injecdo intracerebroventricular
de AP 142 ou PBS. Nossos resultados demonstraram que a injecdo de AP 1.42 € 0 mGIUR5”
ndo foram capazes de induzir um aumento no numero de microglias no hipocampo de
camundongos macho, embora, aparentemente, a morfologia destas células apresente um perfil
de ativacdo. A injecdo de AP 142 € 0 mGIUR5" também n&o induziram alterages nos niveis
de mRNA de C3 e CX3CL1 em camundongos machos. Em oposicdo, foi observada uma
elevacdo nos niveis de mRNA de C3 no hipocampo de camundongos mGIuR5” fémeas
injetadas com PBS. No nivel proteico, nossos resultados demonstraram uma diminuicéo de
CX3CL1 apenas no hipocampo de camundongos fémeas mGIuR5™ injetadas com AP 142 com
relacdo as fémeas WT injetados com PBS. Mais experimentos sao necessarios para investigar
0S mecanismos inerentes a perda sinaptica na DA, os quais parecem ser distintos em machos e
fémeas. O presente trabalho, enfatiza a importancia da utilizacdo de modelos de ambos os
Sexos nas pesquisas cientificas, dada a consideravel interferéncia de horménios estrégenos e
androgenos nos mecanismos fisioldgicos. A utilizacdo de machos e fémeas se faz ainda mais
importante em contextos como o da DA, onde ainda sdo majoritarios os estudos realizados em
machos, apesar da incidéncia maior da DA em mulheres, prejudicando a extrapolacdo dos

dados para a populacdo humana.

Palavras-chave: doenga de Alzheimer; mGIuR5; sistema complemento; CX3CL1.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is the major cause of dementia. The etiology of AD is not fully
understood. The majority of the cases are of unknown origin. Increasing evidence
demonstrates the relevance of immunological mechanisms in AD pathology. Recent data
shows that the synaptic loss observed since early stages of AD is due to increased synaptic
pruning mediated by C1qg and C3, proteins of the complement system, which mark synapses
for phagocytosis by microglia. The chemokine CX3CL1 plays a central role in the regulation
of microglial activities and there are indications of its participation in the synaptic pruning
process. Synaptic loss is the strongest correlate with the cognitive deficits found in AD. The
amyloid-p peptide (Ap), central in the pathology of AD, interacts with the metabotropic
glutamate receptor 5 (mGIuRb5), altering its intracellular signalling pathways and initiating the
dysfunctions in synaptic activities. Therefore, the aim of this work was to investigate the role
of mGIuR5 in the expression of proteins involved in the synaptic pruning. Thereunto, we used
male and female WT and knockout mGIUR5 (mGIuR5") mice submitted to
intracerebroventricular injection of AP 1.42 or PBS. Our results demonstrated that the injection
of AB 1.42 and the mGIuR5 - were not able to induce an increase in the microglia number in
the hippocampus of male mice, although it appears that the morphology of these cells shows
an activation profile. In addition, injection of ABi.42 and mGIuR5™ did not induce changes in
the levels of C3 and CX3CL1 mRNAs in male mice. In contrast, it was observed an elevation
of C3 mRNA levels in the hippocampus of female mGIuR5  mice injected with PBS. At
protein level, our results demonstrated a decrease in CX3CL1 only in the hippocampus of
mGIuRS5 7~ female mice injected with AB 142 compared to female WT mice injected with PBS.
More experiments are needed to investigate the mechanisms underlying synaptic loss in AD,
which appear to be distinct in males and females. The present work emphasizes the
importance of the use of models of both sexes in scientific research, given the considerable
interference of estrogens and androgens in the physiological mechanisms. The use of males
and females is even more important in contexts such as AD, where researches performed in
males are still the majority, despite the higher AD incidence in females, which tarnishes the

extrapolation of the data to the human population.

Keywords: Alzheimer's disease; mGIuR5; complement system; CX3CL1.
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1. INTRODUCAO

A deméncia afeta aproximadamente 50 milhdes de pessoas no mundo inteiro. Com o
envelhecimento populacional, este nimero pode chegar a 82 milhdes em 2030 e a 152
milhdes até 2050 (Freel et al., 2018; Patterson, 2018). O custo global da deméncia é de cerca
de um trilhdo de ddlares por ano, estimando-se que este serd duas vezes maior até 2030
(Patterson, 2018). A doenca de Alzheimer (DA) é a maior causa de deméncia, sendo
responsavel por 60 a 70% dos casos (Freel et al., 2018).

1.1 Doenga de Alzheimer

A doenca de Alzheimer é caracterizada por uma perda progressiva e incapacitante das
fungdes neurologicas. Nas fases mais precoces da DA é possivel observar um
comprometimento leve da memoria recente, ansiedade e dificuldade de concentracdo que
podem ser confundidos com aspectos normais do processo de envelhecimento, dificultando o
diagnostico. Com a progressdo da doenca, 0s sintomas se agravam levando, em fases mais
tardias, a perda severa de memodria, impossibilidade de execucdo de tarefas cotidianas e
dificuldades de locomocdo, fala e degluticdo (Reisberg; Franssen, 1999). A morte dos
pacientes ocorre, usualmente entre seis e doze anos apos o inicio dos sintomas em decorréncia
de complicacdes da imobilidade como embolia pulmonar e pneumonia (Brunton et al., 2018).

As principais alteracGes observadas no cérebro de pacientes com a DA sdo atrofia
cortical difusa, perdas sindpticas e neuronais e a presenca de emaranhados neurofibrilares
intraneuronais da proteina tau e de placas extracelulares formadas pelo peptideo beta-amildide
(AB) (Grundke-lgbal et al., 1986; C.A. Davies, 1987; Serrano-Pozo et al., 2011). Os
mecanismos etioldgicos da DA ainda ndo sdo claros. Em torno de 6% dos casos tem origem
em mutacdes genéticas dominantes, sendo geralmente de inicio mais precoce, antes dos 65
anos (Selkoe, 2001; Zhu et al., 2015). Entretanto, a grande maioria dos casos tem origem
idiopatica, isto é, desconhecida. Contudo, algumas mutacGes génicas estdo relacionadas com
uma maior propensdo ao desenvolvimento da DA (Selkoe, 2001). O fator que mais
correlaciona-se com o desenvolvimento da DA é a idade (Evans et al., 1989; Lendon et al.,
1997 ). As hipdteses que visam dissecar a etiologia da DA sdo bastante diversas. Em sua
maioria, envolvem alteracGes nas transmissdes colinérgica e glutamatérgica e os efeitos

neurotoxicos dos acimulos de tau e AP caracteristicos da DA (Falco et al., 2016).
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A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor importante, envolvida em multiplos
processos cognitivos. Individuos com DA apresentam uma perda de neurdnios colinérgicos e
uma reducdo da concentracdo da colina acetiltransferase, responsavel pela sintese de ACh, no
cortex e no hipocampo. O prejuizo da transmissdo colinérgica esta associado a severidade do
déficit cognitivo dos pacientes (Perry, 1980; Wilcock et al., 1982). As drogas mais
amplamente utilizadas para o tratamento sintomatico da DA sdo os inibidores de
colinesterase, sendo capazes de melhorar o desempenho cognitivo em grande parte dos casos.
Estes compostos inibem a atividade de enzimas que realizam a hidrélise de ACh, as
acetilcolinesterases. Desse modo, h4 um aumento na concentracdo de ACh na fenda sinéptica.
E importante ressaltar, que os efeitos dos inibidores de colinesterase sdo temporarios, nio
afetando a progressédo da doenca (Raina et al., 2008; Sun et al., 2008; Schachter; Davis,
1999).

Alteracfes na transmissdo glutamatérgica tambem tém sido relacionadas a DA. O
glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central de mamiferos,
participando dos processos de aprendizagem e formacdo de memdrias (Maragos et al., 1987;
Ribeiro et al., 2017). Sua sinalizacdo ¢ mediada por receptores metabotrépicos de glutamato
(mGIuRs) que séo divididos em trés grupos baseado na homologia de suas sequéncias e na
sinalizagdo via transdutores de sinais especificos. O grupo I inclui 0 mGIuR1 e mGIuR5, o
grupo Il o mGIuR2 e mGIuR3 e do grupo 11l fazem parte os mGIluR4, mGIuR6, mGIuR7 e
mGIuR8 (Pin; Duvoisin, 1995; Conn; Pin, 1997; Gerber et al., 2007). Além dos receptores
metabotrdpicos, a sinalizacdo de glutamato também ocorre por intermédio de receptores
ionotrépicos, sendo eles de trés tipos: acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropiénico (AMPA), N-metil- D-Aspartato (NMDA) e cainato. Muitos estudos
destacam o papel da excitoxicidade mediada por glutamato em patologias como a DA, onde
esta atuaria na extensdo e manutencdo do processo neurodegenerativo. Nesse contexto
patoldgico, os receptores de NMDA sdo ativados de modo excessivo, induzindo a via
apoptotica. A liberacdo de glutamato ativa, inicialmente, receptores AMPA e cainato. A
despolarizacdo gerada por essa ativacdo levaria, entdo, a remocdo do bloqueio dos receptores
de NMDA exercido pelo Mg?*, permitindo maior influxo de Ca?** e Na" no neurdnio,
aumentando sua excitabilidade e iniciando o processo de morte neuronal por excitoxicidade
(Greenamyre; Young, 1989; Sucher et al., 1996; Dingledine et al., 1999; Parsons et al., 2007).

Grande parte dos estudos debruca-se sobre a hipoOtese amiloide. A presenca de
agregados de AP ¢ uma caracteristica marcante da DA. Muito embora placas profusas de AP

possam ser encontradas em cérebros de pessoas que ndo possuem sintomas de deméncia, 0
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acumulo de oligbmeros de Ap é um fator caracteristico de pacientes com DA (Lue et al.,
1999). O AP ¢ produzido a partir da clivagem da proteina precursora amiloide (APP). Em
condi¢bes normais a APP é clivada pela o-secretase, dando origem a APPa soluvel com
funcOes de protetoras neuronais (Shoji et al., 1992; Mattson et al., 1993; Furukawa et al.,
1996). Em condigBes patologicas hd um aumento acelerado da ocorréncia de outra via de
processamento da APP, onde esta ¢é clivada pela - secretase e pela y- secretase, dando origem
a fragmentos de diferentes tamanhos. Os mais abundantes s3o o AP1-40, cOm 40 residuos de
aminoacidos € o APi-42, com 42 residuos de aminoacidos (Yan; Wang, 2006). O ABi-42 € mais
neurotoxico e mais propenso a agregacao (Jarrett et al., 1993; Klein et al., 2004).

Dentre as mutacdes que conhecidamente causam deméncia, estdo as mutagdes na APP
que aceleram a producao de AP. Essas muta¢des, ddo origem a DA de inicio precoce que
recapitula todos os aspectos patofisiologicos da DA esporadica, incluindo os agregados
neurofibrilares da proteina TAU (Small; Duff, 2008). TAU e uma proteina associada a
microtubulos que estd envolvida no controle da estabilidade destas estruturas (Maccioni;
Cambiazo, 1995). Sabe-se que seu acumulo contribui para 0s eventos neurotdxicos
observados na DA (Fasulo et al., 2000; Rohn et al., 2002; Stamer et al., 2002). Em
contrapartida as mutacbes na APP, mutacGes no gene que codifica TAU provocam sua
hiperfosforilagdo e consequente agregacdo mas ndo levam ao desenvolvimento da DA, mas
sim de outra forma de deméncia (Hutton et al., 1998; Small; Duff, 2008). Esses achados
reforgam a hipotese amiloide, que considera o acimulo de AP como o agente gerador da DA
(Tanzi; Bertram, 2005).

Os mecanismos pelos quais a toxicidade do AP ¢ exercida ainda ndo sdo
completamente compreendidos, embora tenha sido demonstrado que estes mecanismos
envolvem a ativacdo microglial e expressdo de genes pro-inflamatérios (Roth et al., 2005;
Glass et al., 2010), prejuizo ao transporte axonal (Hiruma et al., 2003; Rui et al., 2006; Pigino
et al.,, 2009; Decker et al.,, 2010), inducdo de estresse oxidativo (Mark et al., 1996;
Varadarajan et al., 2000; Lin; Beal, 2006; Guglielmotto et al., 2010) e ativacdo de caspases
(Troy et al., 2000).

1.1.1 Modelos da doenca de Alzheimer

Dois tipos de modelos sdo mais usualmente empregados no estudo da DA os modelos
transgénicos e os induzidos pela injecdo de AB. Os modelos transgénicos exibem alteracdes

genéticas associadas a DA de origem hereditaria, ndo apresentando todas as caracteristicas
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encontradas na DA de origem esporadica, que compreende a maioria dos casos em humanos
(Laferla; Green, 2012). Estes modelos manifestam um desenvolvimento gradual, isto é, idade
dependente da patologia, assim como ocorre nos pacientes com DA, contudo, ndo apresentam
a perda neuronal encontrada em humanos (Ribeiro et al., 2013).

Os modelos induzidos pela injegdo de AP sdo uma alternativa para o estudo da DA,
visto que este peptideo esta fortemente envolvido com a patologia da doenca. A injecdo de AP
é eficiente na inducdo de déficit de memdria e alteracdes semelhantes aquelas encontradas em
pacientes com DA. Este modelo tem como vantagem a administracdo de quantidades
controladas do peptideo, além da rapidez no desenvolvimento das alteracfes patoldgicas em
contraste com os modelos transgénicos. No entanto, por serem modelos mais agudos nao
refletem a evolugdo progressiva da doenca, além de serem administradas quantidades de Ap
muito superiores aquelas presentes nos cérebros de individuos acometidos com a DA (Ribeiro
etal., 2013).

1.2 O receptor metabotrépico de glutamato do tipo 5

Um outro mecanismo proposto para a neurotoxicidade do AP envolve sua interagdo
com as extremidades sinapticas, alterando sua morfologia e fungédo. Desta interacdo participa
0 receptor metabotrdpico de glutamato do tipo 5 (MGIuR5) (Renner et al., 2010). O mGIuR5
é amplamente expresso no sistema nervoso central, tanto em neurdnios, quanto em células da
glia (Balazs et al., 1997), sendo mais expresso no hipocampo, cortex, bulbo olfatério e corpo
estriado (Kerner et al., 1997). O mGIuR5 ¢ acoplado a proteina Gog/11 que ativa a fosfolipase
C (PLC). A fosfolipase C, por sua vez, provoca a hidrélise do fofatidilinositol 4,5 bifosfato
(PIP2), formando 1,2-diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5 trifosfato (IP3). H& entdo uma
liberacdo de Ca?* das reservas intracelulares provocada pela ligagdo do IP3 aos receptores do
reticulo endoplasmatico. A ativacdo da proteina quinase C (PKC) é entdo provocada pela
ligagdo cooperativa do DAG e do Ca?*. A PKC é capaz de ativar proteinas como a proteina
quinase ativada por mitdégenos (MAPK), importante para a regulacdo celular e para a
plasticidade sinéptica e formacdo de memorias (revisado por Willard; Koochekpour, 2013)

O mGIuR5 tem sido frequentemente implicado na etiologia da DA, sobretudo por
funcionar como co-receptor na interacdo do AP com as extremidades sinapticas (Um et al.,
2013). Renner et al. (2010) demonstraram que o AP é capaz de alterar a localizagcdo do
mMGIuR5 em neurénios. O equilibrio no nimero de receptores sinapticos é essencial para o

correto funcionamento das sinapses (Ehlers et al., 2007). Os receptores possuem a capacidade
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de difundir-se para regides sindpticas e extra sindpticas, sendo estabilizados de forma
transiente na membrana (Triller; Choquet, 2008). A interacdo do AB com as extremidades
sinapticas reduz a capacidade de difusdo lateral do mGIuR5, provocando uma aglomeragéo
aberrante deste receptor, induzindo uma elevacio na concentracdo intracelular de Ca* e uma
reducdo de NMDARs localizados nas sinapses (Renner et al., 2010).

Posteriormente, outros trabalhos foram capazes de melhor elucidar o papel do mGIuR5
na interacdo do AP com as extremidades sinapticas. O AP liga-se com alta afinidade a
proteina prion celular (PrP®). O complexo AB-PrP¢ interage com mGIuR5, que medeia a
ativacdo da quinase Fyn que, por sua vez, fosforila a subunidade NR2B dos NMDARs,
culminando em um aumento breve do nimero de NMDARs na superficie, o que induz uma
excitotoxicidade inicial mediada por Ca?* (Lauren et al., 2009; Um et al., 2012; Um et al.,
2013). Segue-se, entdo, uma supressdo desta fosforilagdo com consequente reducdo da
concentracio de Ca®* e reducdo de NMDARs nas sinapses que pode estar relacionada a
capacidade do AP de inibir a potenciacdo de longa duracdo (LTP) demonstrada em iniUmeros
trabalhos (Walsh et al., 2002; Wang et al., 2002; Snyder et al., 2005; Yamin, 2009; Um et al.,
2012). Estas alteracfes nas vias intracelulares de sinalizacdo sdo implicadas na disfuncgéo e
posterior perda sindptica observadas na doenca de Alzheimer (Walsh et al., 2002; Wang et al.,
2002; Snyder et al., 2005; Yamin, 2009; Um et al., 2012; Um et al., 2013).

1.3 Poda sinéptica

A perda sinaptica € o maior correlato com os déficits cognitivos encontrados na DA
(Dekosky; Scheff, 1990; Terry et al., 1991), mostrando-se mais expressiva no hipocampo,
cortex frontal e cortex temporal (Honer, 2003). Segundo Hong et al. (2016), a perda sinaptica
observada desde o0s estagios iniciais da DA se deve ao aumento de uma via de poda sinaptica
gue normalmente é menos ativa no cérebro adulto. A poda sinéptica ocorre em maior taxa
durante o desenvolvimento, sendo importante para o refinamento das conexfes neuronais e
correto funcionamento das redes neurais (Kantor; Kolodkin, 2003). Neste processo, conexdes
sinapticas mais fortes sdo mantidas e conexdes pouco utilizadas sao eliminadas (Katz; Shatz,
1996; Sanes; Lichtman, 1999; Hua; Smith, 2004). Portanto, a eliminacdo de sinapses é
dependente de atividade. Enquanto a LTP promove a estabilizacéo de sinapses, a depressdo de
longa duracdo induz sua retracdo e eliminacdo (Zhou et al., 2004; Bastrikova et al., 2008; De
Roo et al., 2008).
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Os mecanismos pelos quais a poda sinéptica ocorre ainda ndo foram completamente
esclarecidos. Moléculas do sistema imune tém sido frequentemente apontadas como
mediadoras desse processo. O envolvimento do sistema do complemento na poda sinéptica foi
demonstrado primeiramente no ndcleo geniculado lateral onde o componente 1g do
complemento (Clg) e o componente 3 do complemento (C3) foram encontrados em
proximidade com sinapses imaturas, havendo um prejuizo da eliminacdo sinaptica em animais
knockout para estas moléculas (Stevens et al., 2007). Mais tarde, verificou-se que durante o
processo de desenvolvimento C1q e C3 marcam as sinapses para fagocitose por microglias de
maneira dependente de atividade (Schafer et al., 2012).

No contexto patologico da DA constatou-se que a presenca do complexo de ataque a
membrana (MAC) apresenta maior relacdo com a perda sinéptica do que com a presenca de
emaranhados neurofibrilares e a deposicdo de AB (Lue et al., 1996). Adicionalmente, ha uma
elevacdo dos niveis de C1q e C3 em modelos da DA, sendo esta superior a0 aumento
relacionado a idade. Por outro lado, a delecdo de C1q e C3 em modelos da DA foi capaz de
reduzir a neurodegeneracdo e a ativagdo microglial e aumentar a expressdo de marcadores
sinapticos (Fonseca et al., 2004; Reichwald et al., 2009; Shi et al., 2017). Estes trabalhos
indicavam, entdo, o envolvimento do sistema complemento também na perda sinaptica

observada na DA.

1.4 O sistema complemento

O sistema complemento é conhecido pelas fun¢Ges que desempenha como mediador
do sistema imune inato e por ser um dos efetores da imunidade mediada por anticorpos. A
cascata do complemento esta envolvida especialmente na remocéo fagocitica de patdgenos,
células apoptoticas e debris celulares (revisado por Fujita, 2002; Stephan et al., 2012). E um
sistema formado por multiplas proteinas associadas a membrana ou circulantes que se
encontram em forma de zimogenos (inativas) até sua interacdo com membranas ou superficies
bioldgicas. A partir desta interacdo sdo iniciadas mudancas estruturais, clivagens proteoliticas
e formacdo de complexos enzimaticos ativos (convertases) que ativam outros substratos em
uma reacdo em cascata (revisado por Fujita, 2002; Stephan et al., 2012).

Ha trés vias de ativacdo do sistema complemento: a via classica, a via alternativa e a
via da lectina. Cada qual possui um fator iniciador da cascata e todas convergem para a
ativacdo do C3 que dirige as funcdes efetoras, sendo um componente central de todas as vias

conforme ilustrado na figura 1 (revisado por Fujita, 2002; Stephan et al., 2012). A via classica
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é ativada pela interacdo de Clq com proteinas C reativas, complexos antigeno-aticorpo,
membranas virais, pentraxinas séricas, células apoptéticas e polidnions (RNA, DNA e
lipopolissacarideos). A via da lectina é iniciada através do reconhecimento de carboidratos em
membranas celulares pela lectina ligante de manose (MBL) (revisado por Fujita, 2002). Em
contraste, a via alternativa é ativada espontaneamente pela ligacdo de C3 em grupos amina ou
hidroxil presentes na superficie celular de microorganismos. A clivagem de C3 origina
fragmentos ativos deste componente, podendo resultar em recrutamento de macréfagos e
células efetoras, lise da célula através da formacdo do MAC e eliminagdo das células
marcadas por C3 pela fagocitose realizada por células que possuam seu receptor, 0 CR3. As
microglias sdo as Unicas células cerebrais a expressar o CR3 (revisado por Fujita, 2002;
Stephan et al., 2012).

Classlical

~
= B
'a¥/s

Lectin

- |

MBL W
c4

7
C4b2b | | —
\

C3bBb o—
N / 3
Alternative — \ - ca | ‘— C4b2b3b

Phagocyte y

_/ C5b-9 (MAQ)

Figura 1. Vias de ativacdo do sistema complemento. Existem trés vias de ativacdo da cascata do

complemento. A via classica € iniciada pela interacdo de C1q com anticorpos ou outros ligantes, a via da lectina
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¢ ativada pela ligacédo da lectina ligante de manose (MBL) a manose presente em membranas celulares e a via
alternativa inicia-se com espontaneamente pela hidrolise de C3. Todas as vias culminam na hidrélise deste
componente do complemento que dirige as funcdes efetoras, sendo elas a formagdo do complexo de ataque a
membrana (MAC) ou a fagocitose das estruturas alvo por células que expressem o receptor de C3 (CR3).
(Stephan et al., 2012)

1.5 As micrdglias e a sinalizagdo CX3CL1-CX3CR1

As microglias sdo as células imunocompetentes do sistema nervoso central (SNC),
compondo o sistema de defesa inato do SNC e possuindo acdo semelhante a de macréfagos.
No cérebro sadio as micrdglias estdo constantemente inspecionando o SNC através da
constante retracdo e projecédo de processos celulares (Davalos et al., 2005; Nimmerjahn et al.,
2005; Kettenmann et al., 2013). Eventos patologicos provocam sua ativacdo, induzindo a
adocdo de um perfil ameboide com a producdo de espécies reativas de oxigénio e de diversos
mediadores imunes (Kettenmann et al., 2013). Esta consideravel influéncia no
desenvolvimento das diferentes patologias que acometem o SNC torna essencial o estudo dos
mecanismos de controle de sua atividade. Um dos principais reguladores da atividade
microglial é a fractalkina ou neurotactina (CX3CL1) que estd implicada no controle da
neurotoxicidade destas células (Cardona et al., 2006).

A CX3CL1 é sintetizada como uma glicoproteina transmembrana, podendo ser clivada
liberando um dominio de quimiocina solivel (Bazan et al., 1997). A CX3CL1 é expressa
majoritariamente em neurdnios, embora astrocitos possam apresenta-la em menores niveis
(Hatori et al., 2002). O receptor de CX3CL1, o CX3CR1, é predominantemente expresso em
micréglias (Hatori et al., 2002). Desse modo, a CX3CL1 produzida por neurdnios pode
induzir efeitos nas microglias que podem, em contrapartida, produzir imunomoduladores que
agirdo nestes neurbnios e em outros que estejam proximos (Sheridan; Murphy, 2013). O
knockout de CX3CR1 em camundongos prejudica a eliminacéo sinaptica no hipocampo, o que
sugere a participacdo da sinalizacdo CX3CL1-CX3CR1 nos mecanismos de poda sinaptica
(Paolicelli et al., 2011). Seu papel na DA ainda ndo foi esclarecido, havendo resultados

contraditérios (Prokop et al., 2013).

1.6 Perda sinaptica complemento-dependente na doenca de Alzheimer

O envolvimento do sistema complemento e das micrdglias na patologia da DA ja
havia sido demonstrado em diferentes estudos. No entanto, sua participacdo era vista como

uma consequéncia da neuroinflamacéo que se apresentava em estagios posteriores (Stephan et
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al., 2012). O trabalho conduzido por Hong et al. (2016) foi o primeiro a mostrar o papel
detrimental das micréglias e do sistema complemento na perda sinaptica observada nos
estagios iniciais da DA. Neste trabalho, observou-se um aumento da deposicdo de Clq e C3
nas sinapses do cortex e hipocampo de camundongos transgénicos para a APP humana
(hAPP). Esta deposi¢do induziu a fagocitose de sinapses por microglias, sendo esta
independente da deposicao de placas de AB. A injecdo de oligbmeros de Ap também foi capaz
de causar esta perda sinaptica mediada pelo sistema complemento, corroborando o papel
central da forma soltvel deste peptideo na DA. Com a inibi¢do de C1qg, C3 e CR3, a perda
sinaptica e o numero de micréglias fagociticas foi reduzido. Outros trabalhos realizados em
modelos distintos da DA deram suporte a estes achados (Shi et al., 2017; Dejanovic et al.,
2018).

Tendo em vista que 0o AP interage com mGIuURS5, iniciando as disfungBes das
atividades sinapticas, e que este peptideo é capaz de induzir a expressdo de elementos do
sistema complemento e a fagocitose de sinapses por micréglias, torna-se imperativa a analise
da participacdo do mGIuR5 nos mecanismos da perda-sinaptica complemento-dependente e
na regulacdo da atividade das células fagociticas envolvidas neste processo, que € realizada

em grande parte por CX3CL1.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia do knockout de mGIuR5 na expresséo de
C3 e CX3CL1 em camundongos submetidos a injecdo intracerebroventricular de A, bem
como analisar o papel desse receptor no déficit cognitivo e na ativagdo microglial provocada

por este peptideo.

2.2 Objetivos especificos

- Verificar se a injecdo de Ap em machos WT e mGIuR5 knockout foi capaz de induzir déficit
cognitivo;

- Verificar se a injecdo de A em machos WT e mGIuR5 knockout induziu microgliose
atraves de experimentos de imunohistoquimica, utilizando o anticorpo anti Iba-1;

- Analisar a expressdo de C3 e CX3CL1 em machos e fémeas WT e mGIuR5 knockout
injetados com AP ou PBS através de PCR quantitativo em tempo real e western blot.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

2—propanol, solucéo de Betaina, cloroférmio, dimetilsulfoxido (DMSO), etanol, NaCl,
paraformaldeido, proteinase K, solugdo Tris (hidroximetil) aminometano—hidrocloridrico
(Tris HCI) e solucéo tris (hidroximetil) aminometano - &cido etilenodiamino tetra-acético
(Tris-EDTA) foram adquiridos da Sigma Aldrich®. Tubos tipo eppendorff e ponteiras de
micropipetas foram adquiridos da Axygen Brasil. (ANTPs) foram adquiridos da Thermo
Scientific®. H.O Nucleasefree foi adquirida da Ambion®. Os iniciadores utilizados para as
reacOes de PCR e gqPCR estdo devidamente descritos na tabela 1 e foram adquiridos da
Sintese Biotecnologia. O kit Power SYBR® Green PCR Master Mix, bem como 0 SYBR®
Safe foram adquiridos pela Thermo Scientific®. Laminulas de 12mm e laminas foram
adquiridas pela Pro cito Laboratorios. Os kits Vectastain Elite ABC (Mouse e Rabbit IgG) e
Vector SG Peroxidase Substrate foram adquiridos da Vector Laboratories. O anticorpo anti-
IBA-1 é da marca WAKO e o anticorpo anti CX3CL1 foi adquirido da empresa R&D

Systems.

3.2 Modelos animais

Foram utilizados como modelos experimentais camundongos machos (12 a 15 meses)
e fémeas (12 a 16 meses) C57/B6 wild type e mGIuR5 knockout C57/B6;129-Grm5tm1Rod/J
(mGIUR5™) submetidos a injecdo estereotdxica intracerebroventricular (ICV) de beta-
amiloide1-42 (AP1-42 - Thermo Scientific) ou PBS. Os animais foram criados e mantidos em
biotério proprio com fornecimento de agua e racéo ad libitum e em condi¢cbes controladas de
temperatura (23°C) e iluminacéo (ciclo claro/escuro de 12h). Os procedimentos experimentais
contidos neste trabalho foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA),
protocolo n° 300/2017.

3.3 Peptideo beta-amildide-s2 (AB1-42)

Foram utilizadas aliquotas de APi-42 (Thermo Scientific). A reconstituicdo e inducgdo
da agregacdo do peptideo foram realizadas de acordo com as instru¢des do fabricante. Foram
administrados 400 pmol de APi-42 em um volume total de 1pl (adaptado de Bellozi et al.,
2016).
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3.4 Cirurgia estereotaxica

Os animais foram anestesiados através da administracdo de Isoflurano 100%
(Cristalia). A analgesia foi realizada através da aplicacdo intramuscular de 0,05 mg/kg de
cloridrato de tramadol (Tramadon® Cristalia) antes do inicio da cirurgia. Apos a anestesia, 0s
animais foram posicionados no aparelho estereotaxico. O bregma e o lambda foram alinhados
nos planos vertical e horizontal. Utilizou-se as coordenadas estereotaxicas para inje¢do no
ventriculo lateral direito (latero-lateral: -1 mm; antero-posterior: - 0,22 mm; dorso-ventral: -
2,5 mm) (George Paxinos, 2001). Foram administrados 1 pl de AP 1.42 ou veiculo (PBS) a
uma taxa de infusdo de 0,5 pl/minuto. A injecdo foi controlada através da utilizacdo de uma
bomba de microinfusdo acoplada a uma seringa de 10 pl (Hamilton). Para evitar o refluxo das
solugdes administradas a agulha foi removida dois minutos ap6s o término da infuséo
(Lazaroni et al.,, 2012). O tempo de recuperacdo poés-cirdrgico para o inicio dos testes

comportamentais foi de quatro dias.

3.5 Testes comportamentais

Os testes comportamentais foram iniciados no 4° dia apds a injecdo dos camundongos
machos. Os animais foram habituados na sala de experimentos comportamentais por pelo

menos 30 minutos antes do inicio de cada um dos testes.

3.5.1 Campo aberto

Foi utilizado um aparato automatico de campo aberto para avaliacdo da atividade
locomotora espontanea dos animais (LE 8811 IR Monitores de Atividade Motora
PANLAB/HARVARD APPARATUS) com dimensdes de 450 x 450 x 200 mm (largura x
profundidade x altura) (Pereira et al., 2014). Cada animal foi colocado individualmente no
centro do aparato e o registro das atividades locomotoras foi realizado pelo programa
ACTITRACK (Guimaraes et al., 2015) durante 60 minutos.

3.5.2 Reconhecimento de objetos

Para avaliacdo da memoria de longo prazo (Bellozi et al., 2016) foi utilizado o
reconhecimento de novo objeto. No 4° dia ap0s a injecdo foi permitida a livre exploragédo do
aparato pelos animais, sem 0s objetos, por 5 minutos. No 5° e 6° dias, 0os animais foram

colocados no aparato com a introducdo de dois objetos idénticos posicionados diagonalmente,
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sendo permitida a livre exploracdo desses objetos por 10 e 5 minutos respectivamente. No 7°
dia, um dos objetos antigos (OA) foi substituido por um novo objeto (NO), sendo 0s animais
reintroduzidos no aparato e permitida a livre exploracdo por 10 minutos (Adaptado de Bellozi
et al., 2016). O tempo de exploragdo de cada um dos objetos foi contabilizado e utilizado para
avaliacdo da memoria. O indice de reconhecimento foi obtido através da férmula tempo NO x
100/ tempo NO + tempo OA. Um indice maior do que 50% indica que ndo ha déficit
cognitivo. Os animais que tiveram tempo de exploracdo total menor do que 10 segundos

foram excluidos da analise.

3.5.3 Medo condicionado

No 7° dia depois da injecdo, apds o teste de reconhecimento de objetos, os animais
foram habituados por 3 minutos em um aparato de medo condicionado com dimensdes de 230
x 200 x 210 mm (comprimento x profundidade x altura) com fundo gradeado. Apos a
habituacéo, foram aplicados trés choques de 0,6 mA e duracdo de 2s com intervalos de 30, 60
e 40 segundos. Aguardou-se um intervalo de 1 minuto ap6s o ultimo choque para a retirada
dos animais do aparato. No 8° dia os animais foram reintroduzidos no aparato e o tempo de

freezing foi contabilizado por 5 minutos (adaptado de Roy et al., 2016).

3.6 Microdisseccdo em solucdo salina

Os machos C57/B6 wild type injetados com PBS (WT PBS) ou AP 142 (WT AP) e
mGlur5™ injetados com PBS (mGlur5” PBS) ou AP 1-42 (MGIUR5” Ap) foram eutanasiados
ap0s 0s experimentos comportamentais, no 8° dia ap0s a injecdo. Foram dissecados o
hipocampo, cortex e cerebelo de um dos hemisférios cerebrais para realizacdo de RT-gPCR e
immunoblotting e o outro hemisfério foi destinado a realizacdo de imunohistoquimica. Ja as
fémeas WT PBS, WT AB, mGlur5” PBS e mGIuR5” AB foram eutanasiadas no 3° dia apds a
injecdo, sendo um hemisfério cerebral destinado a RT-gPCR e o outro hemisfério utilizado

para 0s experimentos de immunobloting.

3.7 Quantificacdo relativa de RNA

Apls a disseccdo das regifes de interesse, o0 RNA total foi extraido pelo método
TRIzol® (Invitrogem ™) segundo instrugcdes do fabricante. O RNA foi ressuspendido em 20
pl (hipocampo), 30 ul (cerebelo) ou 50 pl (cortex) de agua livre de nucleases DEPC e

armazenado a -80° C.
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3.7.1 Transcricdo reversa (RT)

A concentracdo e qualidade do RNA foram analisadas por espectrofotometro
(Multiskan Go — Thermo Scientific). Para a sintese de cDNA foram utilizados 2 pg de RNA
para um volume final de 20 pl de reacdo de transcrigdo reversa.

3.7.2 Desenho dos iniciadores

Os iniciadores (tabela 1) para a quantificacdo dos niveis de mRNA dos gene alvo
foram desenhados com o auxilio do software Primer3plus (Untergasser et al., 2007). A
especificidade dos iniciadores foi verificada através da ferramenta Primer-BLAST (Ye et al.,
2012).

3.7.3 PCR quantitativo (QPCR)

A expressdo génica foi analisada atraves de PCR quantitativo ou Real Time PCR. Para
a analise da expressdo de C3 foi utilizado o kit Power SYBR® GREEN PCR Master Mix
(Applied ® Biosystems), conforme o protocolo do fabricante. As reacdes de gPCR para 0
gene CX3CL1 foram realizadas com o kit SYBR® GREEN (Applied ® Biosystems), sendo
utilizado um mix com 1 ul de tampéo da enzima 10X (100 mM Tris pH 8,3; 500 mM KCl;
0,1% Triton x100), 4 ul de cDNA, 0,25 ul de ANTP 10 mM, 0,1 ul de fluor6foro SYBR®
GREEN (Applied ® Biosystems), 0,6 ul de MgCl, 25 mM, 0,08 ul do iniciador 50 nM, 2 U
da enzima Taq e agua livre de nucleases (Ambion®) para um volume total de 10 ul. Todas as
reacOes foram feitas utilizando-se as plataformas StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems e
QuantStudio™ 6 & 7 Flex Real-Time PCR System. As amostras foram preparadas em
triplicatas, sendo as variacoes de expressdo dos genes alvo calculadas através do método 24,
Os niveis de mRNA de actina- foram utilizados como normalizador. Os valores de baseline
e threshold foram ajustados de acordo com cada iniciador. A eficiéncia dos iniciadores foi

testada através de diluicBes seriadas.
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Tabela 1. Iniciadores utilizados nas reagdes de qPCR.

Cadigo Sequéncia Amplicom TM % N°
(pb) (°C) GC Identificador

Mm-C3-F AAGCATCAACACACCCAACA 60 45

172 NM_009778.3
Mn-C3-R CTTGAGCTCCATTCGTGACA 60 50
Mm-Cx3CI1.F  CGACAAGATGACCTCACGAA 100 598 50 \m 000142.3
Mm-Cx3CI1. R CTGTGTCGTCTCCAGGACAA 59,9 55
ina - 122
Actina - R AATGCCTGGGTACATGGTGGTA 584 50\ 007333
Actina - F TGGAATCCTGTGGCATCCATGA 58,6 50

3.8 Immunoblotting

O cértex e hipocampo dos camundongos WT PBS, WT AB, mGlur5™” PBS e mGIuR5
" AB foram armazenados em um tamp3o de lise (1% Triton X-100; 100 mM Tris/HCI, pH 8.0;
10% glycerol; 5 mM EDTA; 200 mM NaCl; 1 mM DTT; 1 mM PMSF; 25 mM NaF; 2.5
ug/ml leupeptina; 5 pg/ml aprotinina; and 1 mM ortovanadato de sodio) a -80° C. As amostras
foram maceradas e a concentracdo de proteinas determinada através do ensaio de Bradford
(Bio-Rad). 100 pg das amostras de proteina foram separadas em gel SDS-PAGE de 10% e
transferidas para membranas de nitrocelulose. Posteriormente, as membranas foram
bloqueadas e incubadas com anticorpo primario contra actina (1:5000) e CX3CL1 (1:500) a 4°
C overnight. Apos a incubacédo, as membranas foram lavadas com TBS tween 0,1% (TBST) e
incubadas com o anticorpo secundario conjugado (1:2500) por 1h a temperatura ambiente.
Apos a incubacdo e lavagem com TBST, foi utilizado o Kit ECL plus (GE Healthcare) e o
sitetma ImageQuant LAS 4000 (GE Technologies) para deteccdo das proteinas por
qguimioluminescéncia. A densidade das bandas foi quantificada com a utilizacdo do software
ImageJ (NIH, USA). A expressdo de CX3CL1 foi normalizada pelos niveis de B-actina de
cada amostra. Posteriormente, calculou-se a porcentagem de cada grupo com relacdo a

porcentagem do grupo controle (WT PBS) que foi definida como 100%.

3.9 Imunohistoquimica

Os machos WT PBS, WT AP, mGlur5” PBS e mGIuR5” AB foram anestesiados com
quetamina (80 mg/kg) and xilazina (8 mg/kg) via intraperitoneal e submetidos a toracotomia
para exposicdo do cora¢do. Uma agulha hipodérmica foi inserida no ventriculo esquerdo para

administracdo de PBS com o auxilio de uma bomba peristéltica (4 mL/min). Foi feita uma
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incisdo no arco aortico para permitir a saida do sangue. Apds a perfusdo, os animais foram
submetidos a craniotomia e um dos hemisférios cerebrais foi armazenado em PFA 4% por
72h. Posteriormente, as amostras foram transferidas para tubos contendo solucéo de sacarose
30% em PBS e armazenadas a 4°C. Os hemisférios cerebrais foram congelados com
isopentano 99% em gelo seco. Foram feitas fatias de 30 um a -20° com o auxilio de um
criostato. As fatias foram armazenadas em freezer em solugéo crioprotetora. Por meio de
fatias free-floating, foi utilizado o protocolo de deteccdo através da enzima peroxidase. A
atividade da peroxidase foi extinguida com 0,3% de perédxido de hidrogénio. Em seguida, as
fatias foram lavadas com PBS 1X por 2 x durante 5 minutos, seguido de permeabilizagdo com
Triton (X-100) 1% por 10 minutos. O blogueio de ligacGes ndo especificas foi feito utilizando
1,5% de soro de cabra (Vector Elite Kit) por 30 minutos, seguido de incubacdo com o
anticorpo anti-IBA-1 (1:500) em PBS contendo 2% de soro de cabra e 3% de BSA por 90 min
a 4°C. Em seguida, as fatias foram incubadas com o anticorpo secundario anti-coelho (1:1000)
conjugado com a biotina (Vector Elite Kit) por 90 min a 4°C. As fatias foram, entéo,
incubadas com uma solucdo contendo a enzima peroxidase complexada a avidina (Vector
Elite Kit) por 90 min a 4° C. A imunomarcacdo foi visualizada utilizando o substrato da
enzima peroxidade e o cromogeno (Vector Elite Kit). As fatias foram montadas em laminas e
visualizadas utilizando o Axio Imager A2-Carl Zeiss Microscope com lente Zeiss de 20x.
Uma éarea representativa de 710x532 pum das imagens das regides CAl, CA2 e¢ CA3 do

hipocampo foi analisada, utilizando-se trés fotos/regido/animal. O nimero de células foi

contado utilizando a ferramenta cell counter do software ImageJ (NIH, USA).

3.10 Anélise estatistica

A analise estatistica foi feita como auxilio do software GraphPad Prism versdo 7
(GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Com excecdo do experimento de reconhecimento
de objetos, os dados foram analisados pelo teste de analise de variancia two-way ANOVA.
Foi utilizado o pds-teste de Tukey para comparacdes entre as médias de todos 0s grupos
analisados. Para o reconhecimento de objetos foi utilizado o teste t one-sample, onde
compara-se as médias dos grupos a um valor ficticio pré-definido (50%). Os testes que

obtiveram valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

4.1 A injecéo do peptideo AP e o knockout de mGIuRS5 prejudicou a performance dos animais
no teste de reconhecimento de objetos, mas ndo no paradigma de medo condicionado

Para verificar se a injecdo ICV do peptideo AP foi capaz de induzir déficits cognitivos
nos camundongos machos, estes foram submetidos ao teste de reconhecimento de novo objeto

e de medo condicionado ao contexto para avaliacdo da memoria de longo prazo (Roy et al.,
2016)
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Figura 2. Camundongos WT AP, mGluR5" ¢ mGIUR5” AP apresentaram prejuizo na performance no
teste de reconhecimento de objetos. Os graficos mostram a performance de machos de 12 a 15 meses WT PBS
(n =9), WT AB (n=6), mGIuR5” PBS (n=6) e mGIuR5" AB (n=5) no teste de reconhecimento de novo objeto.
Os dados representam a média £ SEM. *** representa p < 0,001 no teste t one-sample.
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Figura 3. Camundongos WT AP, mGluR5” e mGIUR5” AP nio apresentaram prejuizo na performance
no paradigma de medo condicionado. Os gréficos mostram a performance de machos de 12 a 15 meses WT
PBS (n =9), WT AB (n=8), mGIuR5"" PBS (n=6) e mGIuR5™ Ap (n=8) no paradigma de medo condicionado. Os
dados representam a media + SEM.
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Os dados mostram que os camundongos WT PBS apresentaram um index de
reconhecimento significativamente superior a 50%, indicando conservagdo da memoria. 1sso
nédo foi observado nos outros grupos, mostrando que tanto a injecdo de AP quanto o knockout
de mGIuR5 induziram déficit cognitivo nos animais (figura 2).

No caso do medo condicionado ao contexto, ndo houve diferenca significativa na
porcentagem de freezing entre os grupos analisados, demostrando a preservacdo da memoria
de medo. Possivelmente, o estimulo aversivo utilizado neste experimento foi elevado, fazendo
com que mesmo 0S animais que supostamente apresentam memoria prejudicada fossem

capazes de se lembrar do contexto em que o estimulo aversivo foi apresentado (figura 3).

4.2 A inje¢do de AP ndo alterou a atividade locomotora dos camundongos

O papel do mGIuR5 nas atividades locomotoras é muito bem estabelecido. Sabe-se
que o knockout deste receptor € capaz de induzir hiperlocomocéo e tem um efeito ansiolitico
(Kinney et al., 2003; Gray et al., 2009; Ribeiro et al., 2014). A hiperlocomogéo é verificada
por uma maior distancia total percorrida, enquanto o efeito ansiolitico pode ser visto em
decorréncia de o animal percorrer uma maior porcentagem desta distancia no centro do
aparato de campo aberto (Kinney et al., 2003; Gray et al., 2009; Ribeiro et al., 2014). Para
verificar o efeito da ablacdo do mGIuR5 e da injecdo de peptideo AP, camundongos foram

colocados em um aparato de campo aberto para avaliacdo da atividade locomotora

espontanea.
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Figura 4. A injecdo de AP ndo alterou a atividade locomotora dos camundongos. Os graficos mostram a
performance de machos de 12 a 15 meses WT PBS (n =8), WT A (n=8), mGIuR5" PBS (n=6) e mGIuR5" AB

(n=6) no teste de campo aberto que avaliou a atividade locomotora espontanea por 60 minutos. Os dados
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representam a média £ SEM da distancia total percorrida (A) e da porcentagem da distancia que foi percorrida
no centro do aparato (B). * representa p < 0,05 no teste two way ANOVA.

Como esperado, os camundongos mGIuR5™ apresentaram maior distancia total
percorrida (figura 4A), bem como maior porcentagem de distancia percorrida no centro do
aparato de campo aberto (figura 4B). A injecdo do peptideo AP ndo induziu alteracbes na

atividade locomotora em nenhum dos grupos analisados.

4.3 O knockout de mGIuRS5 e a injecdo de AP ndo causaram elevacdo no nimero de
microglias das regides CAl, CA2 e CA3 do hipocampo

A neuroinflamacdo crénica esta incluida dentre os sinais patoldgicos da doenca de
Alzheimer, envolvendo a ativacdo de astrocitos e microglias (Cameron; Landreth, 2010;
Prokop et al., 2013; Heneka et al., 2015). A ativacdo de microglias apresenta correlacdo com
o acamulo de peptideo AP no tecido cerebral e com a progressdo da DA (Dani et al., 2018;
Hamelin et al., 2018). Uma das caracteristicas da neuroinflamacdo presente na DA é o
aumento no numero de microglias (Fuhrmann et al., 2010; Prokop et al., 2013; Bellozi et al.,
2016). Para verificar se havia alteracdo no nimero de microglias em camundongos WT PBS,
WT AB, mGluR5” PBS e mGIuR5™” A foi realizada a técnica de imunohistoquimica em
cortes coronais de hipocampo marcados com anticorpo anti-lbal, um marcador especifico
daquelas células.

Né&o foram observadas diferencas entre os grupos analisados no nimero de micréglias
na regido CAL (figuras 5A e 5E), CA2 (figura 5B e 5E) e CA3 (figura 5C e 5E) do hipocampo
e nem na soma do numero total de células das regides analisadas (figura 5D). No entanto,
nota-se visualmente diferenca na morfologia das micrdglias entre o grupo WT PBS e o0s
grupos WT AP, mGluR5” PBS e mGIuR5” Ap. As microglias dos grupos WT A, mGluR5 ™"
PBS e mGIuR5" A aparentam possuir corpo celular maior e menos ramificagdes, sendo estes

indicios de ativacao destas células (figura 5E).
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Figura 5. Nao houve diferenga no nimero de microglias no hipocampo de camundongos WT PBS, WT A,
mGIuR5” PBS e mGIuR5" Ap em nenhuma das regides analisadas. Os graficos mostram a quantificagdo do
namero de células marcadas com o anticorpo anti-IBA-1 de camundongos machos de 12 a 15 meses. Foram
quantificados os nimeros de células totais (D) e das regides CA1 (A), CA2 (B) e CA3 (C) (WT PBS: N=5, WT
AP: N=5-4-4, mGIuR5" PBS N=2 e mGIuR5" AB: N=4). Os dados representam a média + SEM obtida a partir
de 3 fotos tiradas/regido/animal. A imagem (E) mostra cortes histolégicos representativos da regido do
hipocampo (barra de escala = 100um) e uma ampliacdo de micrdglias dos grupos WT PBS, WT AB, mGIuR5™

PBS e mGIuR5" AP enfatizando a morfologia destas células (barra de escala = 20um).
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4.4. Os niveis de mMRNA de C3 apresentaram elevacdo apenas no hipocampo de fémeas
mGIuR5™

Tendo em vista o papel do sistema complemento na patologia da DA e de outras
doencas neurodegenerativas (Alexander et al., 2008) e nos mecanismos de perda sinaptica
abordados no trabalho de Hong et al. (2016), decidimos verificar, através da técnica de qPCR,
se mGIuR5 seria capaz de alterar a expressdo de C3, um componente central da cascata do
complemento, em fémeas e machos WT PBS, WT AR, mGluR5™" PBS e mGIuR5” AB, visto
que 0 mGIuR5 serve como co-receptor do peptideo AB (Um et al., 2013).

N&o houve diferenca nos niveis de mRNA de C3 no hipocampo de camundongos
machos em nenhum dos grupos analisados (figura 6). Com relacdo as fémeas, enquanto nao
foram observadas diferencas entre os grupos no cortex (figura 7A), houve um aumento
significativo de C3 no hipocampo de camundongos fémea mGIuR5" PBS, quando comparado
aos grupos WT PBS, WT AP e mGIuR5™ A (figura 7B).
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Figura 6. Ndo houve diferenca nos niveis de mRNA de C3 entre os machos WT PBS, WT Ap, mGluR5"
PBS e mGIuR5" Ap. O grafico mostra os niveis de MRNA de C3 determinados por RT-gPCR. O RNA total foi
extraido do hipocampo de machos WT PBS (n =3), WT AB (n=5), mGluR5” PBS (n=4) e mGIuR5"" AP (n=5)
de 12 a 15 meses. As reacOes foram feitas em triplicatas e normalizadas pelos niveis de mRNA de actina p. Os
dados representam a média £ SEM.
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Figura 7. Houve uma elevagdo nos niveis de mRNA de C3 em camundongos fémeas mGIuR5” PBS
quando comparadas aos grupos WT PBS, WT AP e mGluR5" AB. O gréafico mostra os niveis de mRNA de
C3 determinados por RT-gPCR. O RNA total foi extraido do cortex (A) e hipocampo (B) de fémeas WT PBS (n
=5-4), WT AB (n=6), mGIuR5” PBS (n=5-4) e mGIuR5" AB (n=6) de 12 a 16 meses de idade. As reages foram
feitas em triplicatas e normalizadas pelos niveis de mRNA de actina p. Os dados representam a média + SEM. **
representa p < 0,01 e *** representa p < 0,001 no teste two way ANOVA.

4.5. N&@o houve alteracao nos niveis de mMRNA de CX3CL1 em machos e fémeas

O papel de CX3CL1 na doenca de Alzheimer ainda € controverso, assim como em
outros contextos patologicos (Sheridan; Murphy, 2013; Lauro et al., 2015). Sabe-se que a
sinalizagdo CX3CL1-CX3CR1 ¢é fundamental para o controle da atividade das microglias
(Hatori et al., 2002; Cardona et al., 2006; Lauro et al., 2015) e que apresenta papel relevante
nos mecanismos de poda sinaptica durante o desenvolvimento (Sheridan; Murphy, 2013). Por
isso, decidimos analisar se a injecdo do peptideo AP ou o knockout de mGIuR5 teria alguma
influéncia nos niveis de MRNA desta quimiocina.

N&o foram encontradas diferencas nos niveis de mRNA de CX3CL1 entre 0s grupos
WT PBS, WT AB, mGluR5 7~ PBS e mGIuR5 7~ AB no cortex (figura 8A), hipocampo (figura
8B) e cerebelo (figura 8C) de machos de 12 a 15 meses de idade. Também ndo observamos
diferenca entre estes grupos no cértex (figura 9A) e hipocampo (figura 9B) de fémeas de 12 a
16 meses de idade, embora exista uma tendéncia de reducio da expressio no grupo mGIuR5”
AB.
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Figura 8. Ndo houve diferenca nos niveis de mMRNA de CX3CL1 no cértex, hipocampo ou cerebelo de
machos WT PBS, WT A, mGluR5" PBS e mGIuR5"" AB. O gréfico mostra os niveis de mMRNA de CX3CL13
determinados por RT-gPCR. O RNA total foi extraido do cortex (A), hipocampo (B) e cerebelo (C) de machos
WT PBS (n =5), WT AB (n=5-5-4), mGIuR5" PBS (n=4-5-5) e mGIuR5” AP (n=5) de 12 a 15 meses. As
reacdes foram feitas em triplicatas e normalizadas pelos niveis de mRNA de actina . Os dados representam a
média £ SEM.
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Figura 9. N&o houve diferenca nos niveis de mRNA de CX3CL1 no cortex e hipocampo de fémeas WT
PBS, WT AB, mGluR5" PBS e mGIuR5"" AB. O grafico mostra os niveis de mMRNA de CX3CL1 determinados
por RT-qPCR. O RNA total foi extraido do cortex (A) e hipocampo (B) de fémeas WT PBS (n =5), WT AB
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(n=6), mGIuR5" PBS (n=5) e mGIuR5" AP (n=6) de 12 a 16 meses. As reacdes foram feitas em triplicatas e
normalizadas pelos niveis de mRNA de actina . Os dados representam a média £ SEM.

4.6. Os niveis proteicos de CX3CL1 mostraram-se reduzidos no hipocampo de fémeas
mGIuR5  Ap.

Visto que ndo encontramos diferencas nos niveis de mRNA de CX3CL1 para 0s
diferentes grupos de machos e fémeas decidimos verificar, através da técnica de western blot
se 0s niveis proteicos desta quimiocina estariam alterados no cértex e hipocampo destes
animais.

Os dados ndo indicaram alteracdo na expressao de CX3CLL1 entre os diferentes grupos
no cortex de machos de 12 a 15 meses de idade (figuras 10A e 10C). Embora a quantificacdo
dos niveis proteicos de CX3CL1 no hipocampo tenha demonstrado uma elevacdo no grupo
mGIuR™ PBS, ndo é possivel afirmar que este resultado seja verdadeiro devido ao N reduzido
(figuras 10B e 10D). Desse modo, faz-se necessaria a repeticdo do experimento no cortex e
hipocampo para confirmacao dos resultados.

Quanto as fémeas, ndo foram observadas diferencas na expressdo de CX3CL1 no
cortex (figura 11A), sendo necessaria a repeticdo do experimento devido a impossibilidade de
realizar uma quantificacdo confidvel da actina (figura 11C). Em oposicdo, foi observada
reducéo significativa nos niveis proteicos de CX3CL1 no hipocampo de fémeas mGIuR5” A

quando comparado ao grupo WT PBS (figuras 11B e 11D).
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Figura 10. Houve uma aparente elevacdo nos niveis de CX3CL1 no hipocampo de machos mGIuR5". O
grafico mostra a quantificacdo dos niveis proteicos de CX3CL1 determinados por western blot no cértex (A) e
hipocampo (B) de machos WT PBS (n =3), WT AB (n=3), mGIuR5" PBS (n=3) e mGIUR5" AB (n=2) de 12 a
15 meses de idade. S8o apresentadas imagens representativas do western blot do cértex (C) e hipocampo (D). Os
dados representam a média + SEM.* representa p < 0,05 no teste two way ANOVA.
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Figura 11. Houve uma reducéo na expressdo de CX3CL1 em camundongos fémea mGIuR5" Ap quando
comparado ao grupo WT PBS. O gréfico mostra a quantificagdo dos niveis proteicos de CX3CL1
determinados por western blot no cortex (A) e hipocampo (B) de fémeas WT PBS (n =5), WT AB (n=5),
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mGIuR5” PBS (n=4-5) e mGIUR5" AB (n=6) de 12 a 16 meses de idade. Sdo apresentadas imagens
representativas do western blot do cortex (C) e hipocampo (D). Os dados representam a média + SEM.**
representa p < 0,01 no teste two way ANOVA.
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5. DISCUSSAO

Nossos resultados demonstraram que, como esperado, tanto 0 Ap, quanto o kcnockout
de mGIuR5 foram capazes de induzir déficit de memaria (Lu et al., 1997; Figueiredo et al.,
2013; Bellozi et al., 2016). Um dos efeitos conhecidos da dele¢do de mGIuRS5 no contexto da
DA ¢é a diminuicdo do déficit cognitivo, acompanhada de reducdo de oligdbmeros e placas de
AP (Hamilton et al., 2014). Apesar de ndo significativos, os resultados apresentados no
presente trabalho mostram uma tendéncia & melhora da performance cognitiva no
reconhecimento de novo objeto dos machos mGIUR5” submetidos a injecdo de APi-s.
Contudo, sabe-se que camundongos mGIuR5™ apresentam aprendizado prejudicado (Lu et
al., 1997), além de piora da neuroinflamacéo relacionada a idade (Carvalho et al., 2019), o
que poderia explicar essa auséncia de melhora significativa da memoria. Entretanto, como o
teste de medo condicionado nédo produziu resultados apreciaveis, visto que os camundongos
WT tratados com A nédo apresentaram déficit de memdria, como esperado, faz-se necessaria
a realizacdo de novo teste comportamental de memoria para confirmagdo dos resultados
obtidos atravées do reconhecimento de novo objeto.

As micréglias podem ser ativadas por qualquer evento patoldgico no cérebro
(Kettenmann et al., 2013). A microgliose é comumente encontrada tanto em decorréncia do
processo de envelhecimento, quanto em doencas neurodegenerativas (Conde; Streit, 2006;
Von Bernhardi et al., 2015; Davies et al., 2017). Este processo caracteriza-se por alteracdes
na morfologia e na proliferacdo destas células, tendo sido amplamente observado como um
dos sinais patoldgicos da DA (Xiang et al., 2006). Adicionalmente, sabe-se que camundongos
mGIuR5” também apresentam microgliose aos 12 meses de idade (Carvalho et al., 2019).
Apesar disso, nossos dados ndo mostraram aumento do numero de microglias em
camundongos WT AB, mGIuR5” ou mGIuR5" Ap quando comparado aos animais WT PBS.
Contudo, € possivel observar nestes animais um perfil morfologico distinto do encontrado no
grupo WT PBS, o que pode corresponder a ativacdo microglial. Micrdglias em repouso
apresentam corpo celular menor e ramificagdes mais numerosas e extensas, continuamente
monitorando o tecido cerebral. Por outro lado, microglias ativadas apresentam corpo celular
mais volumoso e uma reducdo no namero e tamanho das ramificagdes (Crotti; Glass, 2015;
Simmons et al., 2016). Visualmente as microglias dos grupos WT AP, mGIuR5” e mGIuR5™"
AP exibem perfil ativado, no entanto a realizacdo de uma analise morfoldgica é essencial a

fim de determinar se a diferenca observada é real. Anticorpos como o anti-CD-68 também
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podem ser utilizados para este fim visto que este anticorpo marca uma proteina lisossomal que
apresenta maior expressao em microglias e macrofagos ativados (Stankov et al., 2015).

A quimiocina CX3CL1 realiza a comunicacdo entre as células neuronais que a
produzem e as micrdglias que possuem o receptor correspondente, CX3CR1 (Rogers et al.,
2011). Desse modo, é um dos principais reguladores da atividade das micrdglias (Sheridan;
Murphy, 2013; Paolicelli et al., 2014). No entanto, o papel da sinalizagdo CX3CL1-CX3CR1
como ativadora ou repressora da atividade destas células, com consequéncias positivas ou
detrimentais, depende do contexto analisado. Camundongos com a delecdo de CX3CR1
apresentam ativacdo extensa de microglias que provoca neurotoxicidade quando estes sao
submetidos a injecdo de LPS, indicando uma funcdo inibidora desta sinalizacdo (Cardona et
al., 2006). Em contraste, outros estudos mostram que a delecdo deste receptor também pode
diminuir a neurotoxicidade mediada pela atividade das microglias (Denes et al., 2008) ou nédo
ter influéncia sobre ela (Chen et al., 2016). Numerosos estudos sustentam o papel de CX3CL1
como inibidora da ativacdo microglial, contribuindo para o controle da expressao de citocinas
inflamatorias como IL1-f (Chen et al., 2016). Na DA o papel desta sinalizacdo tambeém néo é
bem definido. Em camundongos transgénicos rTg4510 (modelo de deposicdo de TAU) a
superexpressdo de CX3CL1 ameniza a agregacdo de TAU (Nash et al., 2013), em
concordancia com estudos conduzidos por diferentes grupos nos quais a delecdo de CX3CR1
aumenta a agregacao de TAU (Bhaskar et al., 2010; Cho et al., 2011; Lee et al., 2014). Por
outro lado, os trabalhos de Lee et al. (2010) e Liu et al. (2010) mostram que a deplecdo deste
receptor reduz a deposicédo de placas amiloides. Estes dados indicam que a ativacdo microglial
pode ser benéfica para determinados aspectos da DA e prejudicial para outros, visto que o
aumento da atividade fagocitica de micrdglias pela inibicdo da sinalizacdo CX3CL1-CX3CR1
favorece a eliminacdo de AP e, a0 mesmo tempo a superexpressao de CX3CL1 também pode
ser benéfica por inibir a atividade pro-inflamatoria das micréglias (Prokop et al., 2013).

Quanto a expressdo desta quimiocina também sdo encontrados resultados
contraditérios. Enquanto Strobel et al. (2015) aponta um aumento da expressdo de CX3CL1
em homogenados de tecido cerebral post mortem de pacientes com DA, outros dois autores
mostram uma diminuicdo em sua expressdao em camundongos APPswe (Tg2576) e no cérebro e
fluido cerebrospinal de pacientes com DA (Duan et al., 2008; Perea et al., 2018). No0ssos
resultados ndo mostraram diferenca na expressdo de CX3CL1 em machos WT AB, mGIuR5™"
e mGIuR5” AP quando comparados aos animais controle. Em fémeas houve diminuicdo da
expressdo de CX3CL1 apenas em nivel proteico no hipocampo de camundongos mGIuR5™”

AP, embora os camundongos mGIuR5™ também apresentem uma tendéncia & diminuigo
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quando comparados a camundongos controles. Estes resultados sdo semelhantes aos
encontrados em trabalhos anteriores do nosso grupo no contexto da doenga de Huntington,
onde apenas a combinagdo de dois insultos foi capaz de induzir redugdo na expressao de
CX3CL1, sendo estes o knockout de mGIuR5 e a presenca da huntingtina mutante, havendo
uma diminuicdo ndo significativa nos animais mGIuR5” (Carvalho et al., 2019).
Interessantemente, o gene que codifica a CX3CL1 € alvo do fator de transcri¢do que silencia o
elemento repressor 1 (REST) (Soldati et al., 2013) e trabalhos ainda ndo publicados do nosso
grupo mostram que mGIuR5 é capaz de controlar a expressao de REST. Mais experimentos
sdo necessarios para verificar se é possivel estabelecer um paralelo entre a ativacdo de
microglias e a reducdo nos niveis de CX3CL1 em fémeas.

O sistema complemento tem sido relacionado com a patologia da doenca de Alzheimer
desde o inicio dos anos 80, onde C3 foi encontrado em associagdo com placas amiloides
(Eikelenboom; Stam, 1984). Diversos estudos demonstram a ativacdo da cascata do
complemento na doenga de Alzheimer, havendo evidéncias tanto de que esta cascata seja
benéfica quanto prejudicial para o desenvolvimento da doenca (Shen; Meri, 2003). Como
demonstrado no trabalho de Hong et al. (2016) a injecdo de ApPi-40 foi capaz de induzir
aumento na expressdo de C3 e Clg, que se mostrou diretamente relacionada com a perda
sinaptica observada na DA. Além disso, ja foi observado aumento expressivo nos niveis de
C3 e de outros componentes do sistema complemento em decorréncia da idade (Reichwald et
al., 2009). Nao houve diferencas significativas nos niveis de mMRNA de C3 de machos em
nenhum dos grupos e regides cerebrais analisadas em nosso trabalho. Curiosamente, em
fémeas a expressdo de C3 no hipocampo foi mais elevada no grupo mGIuR5” quando
comparado ao restante dos grupos. A injecdo de APi-42 pode néo ter sido capaz de induzir
expressao estatisticamente significativa de C3 devido ao ja mencionado aumento natural deste
componente do complemento em camundongos mais velhos (Reichwald et al., 2009). Pode-se
supor também que o efeito da idade na inducdo da expressdo de C3 é mais significativo em
animais mGIuUR5™ e que o Api-s interfere com 0s mecanismos que provocam a expressio
idade-dependente de C3 em camundongos mGIuR5™. Novas analises s30 necessarias para
averiguar os niveis de outros componentes da cascata do complemento em fémeas e machos e
para caracterizar possiveis déficits cognitivos associados em fémeas.

Outros aspectos devem ser considerados na analise destes resultados. O fator tempo
pos-injecdo de AP € de grande relevancia visto que a expressdo de C3 e CX3CL1 foi
averiguada com 8 dias pos-injecdo nos machos e 3 dias nas fémeas, havendo a possibilidade

de ndo deteccdo, nos machos, de alteracBes que ocorreram em tempos mais precoces. Ja a
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constatacdo de diferengas na expressao apenas no hipocampo de fémeas e ndo em outras
regides cerebrais é previsivel, visto que o hipocampo se encontra mais proximo do local de
injecdo e € mais vulneravel as alteragdes fisiopatoldgicas da DA (Braak; Braak, 1991). Apesar
da possibilidade de que o fator tempo pds injecdo esteja influenciando as diferencas de
expressao entre machos e fémeas verificadas no presente estudo, € imprescindivel considerar
a influéncia do sexo dos animais modelo nos resultados obtidos. Em trabalho ainda n&o
publicado, nosso grupo e colaboradores mostram que a via autofagica na DA é afetada de
maneiras diferentes dependendo do sexo estudado. Estas diferencas se tornam ainda mais
relevantes considerando-se que a incidéncia da DA em mulheres é maior do que em homens
(Seshadri et al., 1997; Podcasy; Epperson, 2016) e, apesar disso, a grande maioria das
pesquisas existentes é realizada em camundongos machos. Em vista disso, faz-se necessaria a
realizacdo de novos estudos em que um comparativo entre machos e fémeas seja estabelecido
para se estudar os efeitos da ablacdo do mGIuR5 na DA.

A relacdo do mGIuR5 com hormdnios estrogenos e andrégenos em contextos
comportamentais ja foi observada em diferentes estudos. Sabe-se que o estradiol pode agir
sobre o nucleo accumbens (NAc), uma regido envolvida no sistema de recompensa, por meio
da modulacdo da plasticidade de espinhas dendriticas (Peterson et al., 2015). Este hormdnio
provoca reducdo na densidade sinaptica no NAc que esta ligada ao abuso de drogas (Staffend
et al., 2011). Esta diminuicdo na densidade sinaptica, bem como o0 aumento da
autoadministracdo de cocaina em fémeas de rato é dependente de mGIuR5 (Peterson et al.,
2015; Martinez et al., 2016). Alem da influéncia no sistema de recompensa, o estradiol
também facilita a sensibilizacdo locomotora induzida pela cocaina e esta facilitacdo também é
dependente de mGIuR5 (Martinez et al., 2014). Ja foi demonstrado que o estradiol age no
estriado de fémeas, provocando alteracbes na neurotransmissdo sinaptica e em
comportamentos relacionados ao controle motor (Grove-Strawser et al., 2010). Neste cenario,
este hormdnio se liga a receptores de estrogénio que por sua vez se acoplam aos receptores
MGIuR5 e mGIuR3 culminando com a fosforilacdo de CREB realizada através da ativacdo de
MAPKSs (Grove-Strawser et al., 2010), provendo um mecanismo pelo qual o estradiol é capaz
de modular a fisiologia do estriado. Em machos, demonstrou-se que a administracao de di-
hidrotestosterona, um agonista de receptores andrdgenos, em ratos castrados foi capaz de
reduzir a densidade sinaptica também de maneira dependente de mGIuR5, no entanto em uma
regido do NAc diferente daquela afetada pelo estradiol (Gross et al., 2018). Portanto, a

associacdo entre mGIuR5 e os horménios femininos e masculinos pode estar entre 0s
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mecanismos que fundamentam os resultados distintos entre fémeas e machos encontrados no
presente trabalho.

Como coerentemente discutido por Shansky (2019), apesar de ainda prevalecer a
crencga de que dados obtidos em fémeas sdo mais variaveis do que os obtidos em machos, ja
foi demonstrado através da meta-analise de mais de 300 estudos da area de neurociéncia que
machos e fémeas geram resultados com variabilidade similar, independentemente do ciclo
estral dos animais utilizados (Prendergast et al., 2014; Becker et al., 2016). Camundongos
machos dominantes possuem em media seis vezes mais testosterona que seus subordinados
(Machida et al., 1981), entretanto essa variagdo ndo € levada em conta nas analises dos
resultados. Em oposic¢do as fémeas, cujos dados sdo considerados ndo interpretaveis caso nao
haja um controle cuidadoso do ciclo dos animais utilizados. Tanto a testosterona quanto o
estrégeno sdo poderosos neuromoduladores (Mcewen et al., 2015), logo a variacdo de ambos
deveria ser considerada. E cada vez mais evidente a necessidade da ampliacdo do uso de
fémeas nos estudos cientificos, sobretudo em contextos em que diferengas entre 0s sexos
possam prejudicar a extrapolacdo dos dados para a populagcdo humana, como € o0 caso da

doenca de Alzheimer.
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6. CONCLUSOES

O mGIuR5 possui um papel de destaque na patologia da DA. Visto que as alteragdes
encontradas em nossos dados foram dependentes do knockout deste receptor, o presente
trabalho demonstra a relevancia do mGIuR5 para a expressdo de C3 e CX3CL1, duas
proteinas envolvidas com a perda sinaptica preponderante para os déficits cognitivos
observados na DA. Ademais, as diferencas de expressdo encontradas parecem depender do
sexo dos animais utilizados, ressaltando a importancia da conducdo de pesquisas cientificas

que utilizem modelos de ambos o0s sexos.
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7. PERSPECTIVAS

S&0 necessarios novos testes para avaliacdo da expressdo de proteinas envolvidas na
poda sinaptica em um tempo mais tardio em fémeas e em um tempo mais precoce em machos
para que possa ser determinado se as variagcdes encontradas no presente estudo sd0 mesmo
ligadas ao sexo. Também serd verificada a variacdo da expressdo de outras proteinas que
participem da perda sinaptica complemento mediada, tais como Clqg, TGF-p e CX3CRI.
Adicionalmente, sera avaliada a existéncia de microgliose e déficits cognitivos nas fémeas e a
perda neuronal e sindptica em ambos 0s sexos. Posteriormente, utilizaremos outros modelos
da DA para melhor elucidacdo do papel do mGIuR5 na perda sinaptica complemento-
mediada.
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