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RESUMO

A Doenca de Huntington (DH) é uma desordem neurodegenerativa, com efeitos devastadores que
geralmente surgem na idade adulta. Clinicamente, ela é caracterizada por alteracfes motoras,
comportamentais e declinio cognitivo. Contudo, pacientes com DH podem desenvolver também
distarbios cardiovasculares causando morte subita (segunda causa de morte). Apesar da
importancia clinica, as alteracdes cardiacas observadas na DH ainda sdo pouco compreendidas.
Esse projeto de tese de doutorado foi dividido em dois subprojetos. No primeiro subprojeto,
utilizando-se um modelo murino para a DH (camundongos BACHD), investigamos possiveis
alteracdes cardiacas (juntamente com o mecanismo de acdo) que ainda ndo foram descritas.
Nossos resultados mostraram variacBes cardiacas significativas tanto in vivo como in vitro. Os
distarbios de conducéo do impulso cardiaco observados foram associados com um prolongamento
do potencial de agdo bem como, a presenca de arritmias celulares. Além disso, detectamos
prejuizos na fase de relaxamento dos cardiomidcitos, o que foi corroborado com alteracGes no
manejo intracelular de calcio e em estruturas moleculares. O comprometimento do coracdo foi
desencadeado por um elevado estresse oxidativo, que modulou a atividade de enzimas importantes
(por exemplo a CaMKII), sendo caracterizado pela primeira vez por nosso grupo de pesquisa. No
segundo subprojeto, utilizamos a isoforma Phalf do veneno da aranha Phoneutria nigriventer
como ferramenta farmacoldgica contra a morte neuronal em camundongos BACHD. Tratamos 0s
camundongos com essa toxina por duas vias diferentes e analisamos seu possivel potencial
neuroprotetor. Observamos que a toxina promoveu melhora de pardmetros motores, 0 que pode
estar relacionado com a preservacao local do nimero de neurénios além da estrutura muscular,
que deixou de apresentar atrofia nos animais BACHD. O mecanismo de agéo dessa isoforma, por
sua vez, esta associado com a diminuigdo na liberagdo de glutamato e na expressdo de caspase-3
em neurdnios da medula espinal. Dessa forma, nesse trabalho descrevemos as alteragdes cardiacas
do modelo BACHD, bem como descrevemos o potencial neuroprotetor da isoforma Phalp. Os
resultados obtidos desse projeto ja foram publicados ou submetidos a publicacdo e poderdo
contribuir para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, fornecendo substratos para o

tratamento desta doenca que é muito incapacitante.



ABSTRACT

Huntington's disease (HD) is a neurodegenerative disorder, with devastating effects that usually
arise in adulthood. Clinically, it is characterized by motor, behavioral, and cognitive decline.
However, patients with HD can also develop cardiovascular disorders causing sudden death (the
second cause of death). Despite the clinical importance, cardiac alterations observed in HD are
still poorly understood. The present thesis was divided into two subprojects. In the first subproject,
using a murine model for HD (BACHD line), we investigated possible cardiac changes (along
with the mechanisms of action) that have not yet been described. Our results showed significant
cardiac variations both in vivo and in vitro. The observed cardiac impulse conduction disturbances
were associated with a prolongation of the action potential, as well as, the presence of cellular
arrhythmias. In addition, we detected impairments in the cardiomyocyte relaxation phase, which
was corroborated by changes in intracellular calcium handling and in molecular structures. The
heart damage was triggered by oxidative stress, which modulated the activity of important
enzymes (for example CaMKII), characterized for the first time by our research group. In the
second subproject, we used the Phalf3 isoform of the venom of the spider Phoneutria nigriventer
as a pharmacological tool against neuronal death in BACHD mice. We treated the mice with this
toxin by two different injections and analyzed its possible neuroprotective action. We observed
that the toxin improved motor parameters, which may be related to a local neuronal preservation
besides muscles structure, which no longer presented atrophy in BACHD animals. The mechanism
of action of this isoform was associated with a decrease in glutamate release and caspase-3
expression in spinal cord neurons. Thus, in this work we describe the cardiac alterations in the
BACHD model; moreover, we provide new evidence of a neuroprotective potential of the Phalp
isoform. The results obtained from this thesis have already been published or submitted to
publication and may contribute to the development of new therapeutic approaches, providing
novel substrates for the treatment of this disabling disease.



1- INTRODUCAO GERAL
1.1- A Doencga de Huntington

As doencas neurodegenerativas sdo caracterizadas por uma perda gradual e progressiva de
células neuronais, o que pode induzir uma disfuncdo do sistema nervoso®. Alguns exemplos de
doencas neurodegenerativas sdo: Alzheimer, Parkinson, Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) e
Doenca de Huntington (DH). Essas doencas apresentam diferentes caracteristicas morfoldgicas e
fisiopatoldgicas, porém, todas podem desencadear sintomas altamente incapacitantes e gerar
gastos financeiros envolvidos no tratamento e cuidados paliativos com os pacientes®. Os custos
financeiros gerados pelas doencgas neurodegenerativas, por exemplo, podem ser diretos (como,
gastos com hospitalizacdo, medicamentos e reabilitacdo) bem como indiretos (gastos com
cuidados domiciliares, perda da produtividade, reducdo da renda familiar e aposentadoria precoce

do individuo), gerando impacto econdmico para toda a sociedade®*.

Considerando-se especificamente a DH (muitas vezes confundida com Parkinson ou
Alzheimer), sabe-se que ela é um disturbio caracterizado por alteragdes motoras progressivas
como movimentos involuntarios dos membros e da face (coreia), disartria (dificuldade em
articular palavras), instabilidade postural, alteracGes da marcha e alteragdes de tdnus muscular (o
que leva a uma limitagdo da capacidade de realizar movimentos voluntarios)®. Além disso, essa
doenca pode causar distdrbios emocionais e deméncia®. E uma doenca que geralmente surge na
idade adulta, com efeitos devastadores que podem levar a morte entre 15-20 anos apés o
aparecimento dos sintomas. A insuficiéncia cardiaca &€ uma das principais causas de morte dos

pacientes.



Classicamente, a DH é uma doenca genética, autossdmica, dominante’, caracterizada pela
morte de neurdnios em Vérias regides do cérebro, principalmente no corpo estriado. No entanto, ha
também perda neuronal em outras regides tais como cortex, tdlamo, hipotalamo e hipocampo®. Ela
¢ causada por uma mutagdo na por¢do 5’ do gene IT15 ou Interesting Transcript 15, no braco
curto do cromossomo 4, que codifica a proteina huntingtina (HTT). Tal mutacéo resulta em uma
expansdo da sequéncia dos nucleotideos citosina, adenina e guanina (CAG - que codifica o
aminoécido glutamina), resultando em uma proteina mutante com uma sequéncia de
poliglutaminas no terminal aminico da proteina HTT®. A penetrancia da doenca é variavel para
alelos que transportam 36-39 repeticdes CAG, mas ja foi observado que, quando ha um nimero >

40 de repetices CAG, a doenca apresenta penetrancia completa'®.

Em relacéo & prevaléncia da DH no mundo, sabe-se que a Europa e a América do Norte séo
regides de maior prevaléncia sendo 5,7 por 100.000 individuos**?. De forma interessante, na
América do Sul, uma pequena regido na Venezuela (Lago de Maracaibo) possui altas taxas de
prevaléncia da DH (sendo 7 casos a cada 100 individuos)***?. Considerando o Brasil, em 2013 foi
criada a Associacdo Brasil Huntington (ABH, 2013) que busca quantificar o numero de pacientes
com essa doenca. Ainda ndo ha dados oficiais sobre a prevaléncia da DH no Brasil, no entanto,
existem algumas regides no pais que se destacam pelo nimero de individuos com DH. Uma delas
¢ a cidade de Feira Grande, em Alagoas, cuja prevaléncia estimada é de 1 caso por 1.000
individuos. Outro exemplo é o municipio de Ervélia, em Minas Gerais, com essa mesma
prevaléncia®®. E importante destacar que esses niimeros sdo 10 vezes maiores do que a prevaléncia
da populagdo mundial. Historicamente, o continente europeu tem sido muito importante no estudo
da DH pois, a maioria dos estudos sugerem que a migragdo europeia foi responsével por levar o

gene causador da doenca para 0s outros continentes.



A patogénese da DH esté relacionada tanto a perda da funcdo da HTT selvagem como
também a toxicidade associada @ HTT mutante que provoca disfunc¢des celulares e degeneracéo.
Sabe-se que a proteina selvagem participa no processo de transcricdo de muitos genes, por
exemplo, o gene que codifica fatores de sobrevivéncia neuronal como o Fator Neurotréfico
Derivado do Cérebro (BDNF, do inglés Brain-derived neurotrophic factor), além de atuar na
prevencdo da cascata apoptotica, auxiliar o transporte axonal e a liberacdo de vesiculas
sinapticas**’®>. Por outro lado, a forma mutante pode interagir com proteinas que estio
intimamente associadas aos processos de exocitose e endocitose de vesiculas sinapticas em
neurdnios do Sistema Nervoso Central (SNC) e do Sistema Nervoso Periférico (SNP)™. Além das
alteracdes nas sinapses, existem evidéncias na literatura de que em modelos transgénicos para DH,
a mutacio na HTT pode causar déficits no transporte axonal*’. Uma possivel explicacdo para esta
alteracdo é a de que a HTT mutante inibe o transporte axonal via alteracfes na atividade das
quinases envolvidas na fosforilagdo de proteinas motoras tais como a cinesina e a dineina'®*°. Essa
proteina mutante também pode induzir apoptose, promover disfun¢do mitocondrial (e com isso
disturbios metabdlicos) e interferir nos proteassomos aumentando ainda mais a formacdo de
agregados intracelulares™. Além desses eventos citados, danos causados por estresse oxidativo® e
excitotoxicidade mediada pelo glutamato® também estéo correlacionados & patogénese da DH,
tanto em seres humanos como em modelos animais. Todos esses eventos somados podem
desencadear morte neuronal além de alteracGes na neurotransmissao e consequentemente perda da

comunicacéo entre neurdnio/ neurdnio e neurénio/ musculo gerando os deficits motores. Algumas

funcOes associadas a HTT selvagem e mutante podem ser visualizadas na Figura 1.
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Figura 1: Exemplificacdo de algumas fungdes da huntingtina selvagem (em A, destaque em

vermelho) e da mutante (em B, destaque em preto). Adaptado de Prospero & Fichbeck, 2005,



1.2- Doenca de Huntington e excitotoxicidade

Em relacdo a DH, uma das causas da morte neuronal, que envolve liberacdo de

222324 Excitotoxicidade refere-se as

neurotransmissores, estd associada a excitotoxicidade
alteracfes patologicas geradas pela exposi¢do excessiva a neurotransmissores excitatorios por
exemplo, ao glutamato®. Os efeitos excitatorios de neurotransmissores liberados por neurdnios
foram relatados pela primeira vez por Curtis et al. (1959)%°, que descreveu o processo de
despolarizacio induzida por glutamato nos neurdnios da medula espinal de ratos. E importante
destacar que existem outros aminoécidos excitatorios (enddgenos ou exdgenos), porém o
glutamato é o neurotransmissor excitatorio mais abundante no SNC dos mamiferos, representando

aproximadamente um terco de todas as sinapses excitatorias rapidas no SNC?’ sendo assim, este

composto o foco do nosso estudo.

A sintese do glutamato pode ocorrer através de duas vias diferentes. Uma dessas vias
envolve a transaminac¢ao do a-cetoglutarato (formado intracelularmente durante ciclo de Krebs)
nas terminacdes nervosas do SNC. Alternativamente, a glutamina produzida e secretada por
células da glia pode ser internalizada pelas terminacGes nervosas neuronais e convertida em
glutamato pela enzima glutaminase. O glutamato por sua vez, serd estocado em vesiculas sendo
posteriormente liberado na fenda sinaptica por exocitose dependente de calcio®™. Na membrana
pos-sinaptica, ha receptores para o glutamato do tipo ionotrépico como n-metil-D-aspartato
(NMDA), alfa-amino-3-hidroxil-5-metilisoxazolepropionato (AMPA) e cainato (KA),
responsaveis pelo transporte idnico de calcio e sédio pela membrana plasmatica, respectivamente.
Ja os receptores metabotropicos (MGIURs) sdo responsaveis por mecanismos de sinalizacdo
intracelular via proteina G*°. Finalmente, o glutamato presente no espaco extracelular é removido

da fenda sinaptica por transportadores especificos de recaptacdo. Ao contrario de outros, esse



neurotransmissor, quando no espaco extracelular, possui baixa conversao bioquimica, pois ndo ha
nessa regido uma enzima que o modifique ou o degrade®®. Desse modo, o glutamato deve interagir
e ser removido do liquido extracelular por transportadores de aminoécidos excitatorios (EAATS,
do inglés excitatory amino acid transporters) que controlam o tempo de concentracdo desse
neurotransmissor na fenda®%. Existem cinco tipos de EAATS a saber: transportador de aspartato-
glutamato (GLAST/EAATL), transportador de glutamato (GLT/EAAT?2), transportador de
aminoacido excitatorio (EAAC/EAATS3), e os transportadores de aminoécidos excitatérios 4 e 5,

(EAAT4 e EAAT5)*.

O aumento na concentracdo de glutamato na fenda sinaptica pode ocorrer por uma liberacdo
exacerbada desse aminoacido ou comprometimento de sua recaptacdo, gerando o processo de
excitotoxicidade®!. Esse neurotransmissor no meio extracelular provocara uma hiper estimulagéo
de seus receptores seguida da despolarizacdo do terminal p6s sinéptico (devido ao influxo de
calcio e sddio para o citoplasma), 0 que desencadeia a ativacao de canais voltagem dependentes e
consequente agravamento do desequilibrio i6nico. Exemplos de canais ativados durante esse
processo sd0 0s canais para Ca' sensiveis a voltagem (CCSV) que favorecem ainda mais a
entrada de célcio para o meio intracelular®’. O excesso de Ca* dentro da célula gera desarranjos
metabdlicos letais dentre eles ativacdo de proteases como calpaina e caspases iniciando 0 processo

de apoptose®.

Sendo assim, alteragcdes na via glutamatérgica e variagdes na expressao e/ou disfungédo dos
subtipos de CCSV estdo relacionados com a injuria neuronal observada em desordens
neurolégicas como a DH®. De fato, vérios estudos ja demonstraram que a excitotoxicidade
35,36,37

mediada por glutamato é um mecanismo importante que leva a morte neuronal nessa doenca

Estudos iniciais comprovaram que injecBes de analogos de glutamato diretamente no corpo



estriado de ratos e primatas causaram lesdes semelhantes as observadas em pacientes®®*%%

Recentemente, foi constatado em encéfalos post mortem de pacientes e em modelos transgénicos
para a DH (R6/2), uma reducdo dos transportadores de glutamato (GLAST e GLT tipo 1) no
estriado, resultando em uma diminuicdo da captacdo e aumento de sua disponibilizacdo na fenda
sinaptica’®*“%*® Além disso, a HTT mutante foi encontrada em células da glia causando a morte,
por exemplo, de astrécitos, células importantes para a remocdo do excesso de glutamato®.
Disfungdes nos receptores NMDA, como aumento de sua sensibilidade e permeabilidade ao
célcio, também foram evidenciadas em pacientes e modelos animais®**. Por fim, uma super
inducdo da via de sinalizacdo glutamatérgica, aumentando a liberagdo desse neurotransmissor, ja

foi descrita na patogénese da DH*%.
1.3- Modelos animais para o estudo da Doenca de Huntington

A primeira descricdo da DH foi feita no século X1X por George Huntington, contudo apenas
em 1993 a mutacdo genética causadora dessa enfermidade foi descrita®. Essa descoberta foi um
grande marco para a histéria da DH, pois a partir desse fato modelos animais geneticamente
modificados comecaram a ser desenvolvidos. Atualmente, muitos organismos estdo sendo
utilizados na tentativa de se recapitular o fendtipo da DH. Esses organismos incluem: leveduras
(Caenorhabditis elegans), insetos (Drosophila melanogaster), camundongos, ratos, ovelhas e,
mais recentemente, porcos e macacos®®. Os resultados de estudos feitos em modelos
geneticamente modificados ajudam a elucidar vias importantes que sao alteradas na DH, fornecem
novos aspectos sobre a patogénese desta doenca além de serem importantes para o

estabelecimento de abordagens terapéuticas (revisado por Pouladi et al., 2013)*’.
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Levando em consideragdo os modelos em camundongos, um modelo muito bem consolidado
e estudado é o modelo R6/2, onde os camundongos transgénicos exibem uma rapida progressao
dos sintomas da DH*. Esse modelo foi descrito em 1996, e foi gerado a partir da insercéo de
somente a regido amino-terminal do gene que codifica a proteina HTT. Os animais R6/2
apresentam um fendtipo neuromotor grave caracterizado por hipoatividade, déficit de coordenacéao
motora, equilibrio, diminuicio de forca e tonus muscular além de alteracdes da marcha®. Vale
destacar que esse modelo apresenta semelhanca histolégica com cérebros post-mortem de
individuos com DH, apresentando, por exemplo, a presenca de inclusdes e agregados de HTT.
Contudo, 0 modelo R6/2 possui desvantagens no que diz respeito a progressdo da doenca, que
ocorre de forma muito agressiva e rapida, o que causa uma sobrevida curta (geralmente esses
camundongos morrem em aproximadamente 4 meses de idade)>"*%. Sendo assim, estudos a longo
prazo em animais idosos por exemplo, sdo muitas vezes invidveis. Além disso, 0 modelo murino
R6/2 apresenta limitacGes devido a instabilidade de repeticbes CAG. Ja foi comprovado que, em
muitas coldnias, 0 nimero dessas repeticdes pode variar, comprometendo de forma significativa o
fen6tipo do camundongo®’. Um rigoroso monitoramento e quantificacdo das repetices CAG é

fundamental para o uso desses animais durante as pesquisas cientificas.

Desta forma, uma boa alternativa é o uso de um novo modelo de camundongos transgénicos
para DH produzido por tecnologia de recombinacdo de DNA. Este modelo utiliza 0 cromossomo
artificial bacteriano (BAC) associado ao gene completo humano da HTT mutante que, ao ser
codificado, expressa 97 repeticbes poliglutaminicas (Q97), estaveis, sendo entdo denominado
BACHD®®" (BACHD). Diferente dos outros modelos, 0 BACHD apresenta progressao da doencga
de forma mais lenta e por este motivo, torna-se um modelo valioso e Unico para investigar as

alteraces decorrentes da DH, mimetizando da melhor maneira seus efeitos em seres humanos>*.
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Os camundongos BACHD exibem comprometimento motor progressivo (inicio aos 2 meses de
idade) que aparece antes de alteragdes neuropatoldgicas™. Sendo assim, o modelo BACHD é
muito interessante para estudos longitudinais onde animais de meia idade e idosos podem ser
avaliados. E importante mencionar que a DH é uma doenca de meia idade sendo entdo, esses
animais considerados como um modelo robusto para a investigacdo da patogénese e também para

o0 desenvolvimento de novos tratamentos para essa enfermidade.

Outros exemplos de modelos para a DH e suas vantagens/limitacfes sdo exemplificados na

Figura 2.



Mouse R6/2

144

Rapid, progressive behavioral deficits

12

Limited neuropathology, short

lifespan

N171-Q82 82 Accumulation of mutant Htt aggregates  Subtle motor changes

YAC128 128 Striatal atrophy Late onset, subtle and transient
behavior deficits

BACHD 97 Striatal atrophy and behavioral deficits Weight gain, late onset

Hdh (CAG)150 150 Striatal atrophy and behavioral deficits Late onset

Rat TgHD51 51 Progressive behavior deficits Late-onset and limited

neuropathology

BACHD 97 Striatal atrophy and behavioral deficits Limited availability and late onset

Quinolinic acid N/A Reproducible behavioral deficits and Not progressive, does not have the

3-nitropropionicacid N/A

striatal cell loss

Reproducible behavioral deficits and

mutant Htt gene or produce mutant
protein

Does not have the mutant Htt gene or

striatal cell loss produce mutant protein
Mini-pig N208 105 HD-like apoptotic neurons and DNA Limited behavioral tests and
fragmentation availability
Sheep ovT73 3 Reduction in striatal GABA A receptor Limited behavioral tests and
availability
Nonhuman primate Exon 1 HTT 84 Dystonia, chorea, neuronal inclusions and  Extremely limited availability

neuropil aggregates

Figura 2: Modelos animais mais utilizados em pesquisas sobre a DH>*.
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1.4- Doenca de Huntington: Sistema nervoso versus periferia

Jé& estd bem consolidado na literatura que a principal caracteristica neuropatoldgica da DH é
a morte dos neurdnios do corpo estriado®. O corpo estriado (dorsal e ventral) faz parte dos
denominados “ntcleos (antigamente ganglios) da base do cérebro”. Sabe-se que 0 corpo estriado
(em conjunto com o cortex cerebral, tdlamo e ndcleos do tronco encefélico) exerce fungdes na
orquestracdo e execucdo de comportamentos planejados e/ou motivados do circuito motor®®.
Antigamente, o corpo estriado era mais bem conhecido por suas fungfes motoras porém, nos
ultimos anos, essa regido deixou de ser classificada como puramente motora passando a exercer
funcBes que medeiam outros comportamentos associados a cognicdo, emogdes e motivacio®®.
Nesse sentido, a morte dos neur6nios do corpo estriado justifica as alteragcdes motoras da DH, bem
como outros sintomas em termos cognitivos e emocionais. De forma bem especifica, a
degeneracdo neuronal ocorre principalmente nos neurénios espinhosos médios (MSNs, do inglés
medium spiny neurons)®"*®. Os MSNs s&o neur6nios gabaérgicos e compreendem a maior parte do

corpo estriado, de onde se projetam para outras regies®>®.

Entretanto, apesar da neurodegeneracdo estar principalmente associada a patologia da DH,
ndo podemos esquecer que os pacientes também sofrem com alteracdes periféricas. De fato, sabe-
se que a HTT é expressa ubiquamente em varios 6rgdos e tecidos humanos. Tanto a proteina
selvagem como a mutante pode ser encontrada em mausculos esqueléticos, coracdo, figado,
pancreas, rim, estomago e testiculos®®®. A Figuras 3 mostra algumas alteraces periféricas da DH

em pacientes.



Cardiovascular system

1 Heart rate
variability
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blood flow

Skeletal muscle
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Digestive tract
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(men only)

| Number of
spermatics

| Diameter of
seminiferous
tubules

Figura 3: Alteracdes periféricas em pacientes com a DH™.
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Diante de tantas alteracdes periféricas, a DH deixou de ser uma condicdo apenas associada
ao SNC. Dessa forma, novos estudos com o objetivo de se entender as modificagdes em outros
Orgdos e tecidos sdo fundamentais. A caracterizacdo periférica € muito importante uma vez que
possibilita o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas com o foco no periférico. Uma
intervencdo em outros 6rgdos pode ser mais favoravel, e com menos riscos ao paciente, quando
comparada a uma intervencdo especifica no SNC. Atualmente pouco se sabe sobre o
comprometimento periférico no modelo BACHD, sendo esse modelo 0 mais proximo aos seres

humanos, por expressar a HTT humana completa®.
1.5- Abordagens terapéuticas para doencgas neurodegenerativas: uso de toxinas animais

Venenos e toxinas animais sdo produtos da selecdo natural podendo ser encontrados em
inimeros organismos incluindo moluscos, artropodes, répteis, cnidarios, plantas além de micro-
organismos. Normalmente, 0s venenos contém uma mistura de moléculas, como ions, proteinas,
nucleotideos e enzimas, e podem desencadear uma ampla variedade de efeitos nos seres humanos,
como hemorragia, necrose ou neurotoxicidade®. A andlise, purificacio e sintese de componentes
dos venenos animais pode ser Util para o desenvolvimento de novos farmacos para diversos tipos
de enfermidades. Realmente, podemos citar muitos medicamentos utilizados na clinica médica
com base em toxinas de animais ou em seus compostos. Alguns bem sucedidos exemplos sdo
Prialt (Ziconotida), que € uma versao sintética da conotoxina MVIIA encontrada no veneno do
molusco Conus magus, e usado para tratamento da dor®®*; e o altamente receitado como anti-
hipertensivo, Captopril, baseado em compostos presentes no veneno da cobra Bothrops

jararaca®*.
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Exemplos de venenos animais e suas acGes em diferentes condi¢des neuropatoldgicas foram
revisados e publicados recentemente por de Souza et al. 2018%’. Vale destacar por exemplo, 0 uso
de toxinas derivadas de serpentes africanas do género Dendroaspis, bem como espécies indianas
do género Daboia, além de abelhas (Apis mellifera), como ferramentas farmacolégicas para o
tratamento de sintomas do Alzheimer. De forma interessante, 0 veneno dessa mesma espécie de
abelha foi usado em modelos para a Doenca de Parkinson. A administragdo do veneno dessa
abelha levou a diminuicdo da neurodegeneracdo pela reducdo de estresse oxidativo (via atenuacao
dos niveis de espécies reativas de oxigénio e perdxidos lipidicos), neuroinflamacéo (diminuindo o
namero e a ativagdo de astrdcitos e microglia, bem como reducdo na liberacdo de fatores pro-
inflamatorios) e também apoptose (uma vez que esse composto diminui os niveis de expressao do

gene Bax, a ativacdo da caspase-3 e a fragmentacdo do DNA)®'.

Em relacdo ao uso de toxinas animais na DH, um potencial efeito neuroprotetor do veneno
da aranha Phoneutria nigriventer foi evidenciado em cultura primaria de neurdnios corticostriatais
derivados do modelo BACHD®. Tal veneno é composto por uma mistura de peptideos que afetam
a funcdo de canais ibnicos, diminuindo a morte neuronal e melhorando as alteracdes na
neurotransmissdo. As neurotoxinas dessa aranha sdo reconhecidas como novas fontes de
substancias bioativas, apresentando uma ampla gama de efeitos farmacol6gicos importantes.
Vérias fragcdes do veneno dessa aranha ja foram identificadas bioquimicamente e serdo abordadas

na secao que se segue.

1.5.1- O veneno da aranha Phoneutria nigriventer

Até o presente momento, ainda ndo ha cura para a DH. As opcOes terapéuticas para 0S

pacientes envolvem apenas 0 uso de medicamentos para tratamento dos sintomas ja estabelecidos



17

e assim, tentando melhorar a qualidade de vida desses pacientes. Geralmente, para tratar sintomas
como a coreia, sdo usados medicamentos como bloqueadores dos receptores dopaminérgicos
(farmacos neurolépticos) ou agentes depletores de monoaminas (exemplo: Tetrabenazina). Séo
receitadas também drogas antidepressivas e contra distarbios psicéticos e de ansiedade (como
Benzodiazepinas)®®”. Diante disso, drogas neuroprotetoras que preservam a funcdo neuronal
emergem como candidatas ideais a agentes modificadores do curso da doenca ao invés de
simplesmente tratar os sintomas ja instalados. Nesse contexto, é de grande relevancia testar novos
agentes neuroprotetores que poderiam minimizar a morte neuronal na DH. Como exemplo,
citamos o desenvolvimento de agentes terapéuticos seguros e eficazes direcionados para atuar em
etapas especificas da neurotransmissdo sinaptica, por exemplo, na entrada de célcio via CCSV.
Dados da literatura mostram que em neurdnios ha uma predominancia de CCSV Tipo-N e Tipo
P/Q enquanto que em terminagBes nervosas da musculatura lisa e cardiaca, observa-se marcante

predominio de canais Tipo-L"".

Uma abordagem interessante para minimizar as desordens neuromotoras da DH poderia ser
0 uso de toxinas animais como agentes terapéuticos contra excitotoxicidade e neurodegeneracao,
como as toxinas do veneno da aranha armadeira Phoneutria nigriventer que tém um amplo

I sendo

espectro de acdo’?. Essa aranha é uma das espécies mais agressivas da América do Su
responsavel pela maioria dos acidentes por picadas de aranha no Brasil. A picada da aranha
armadeira causa dor severa e varios sintomas como espasmos, tremores, convulsdes, paralisia

espastica, priampismo, disritmia, disttrbios visuais e sudorese fria®. Esses sintomas presentes em

criangas ou idosos podem levar a morte, se ndo devidamente tratados.

Baseado nos sintomas observados em seres humanos e nos resultados de injecOes

intracérebro-ventriculares em animais experimentais, viu-se que o veneno da aranha Phoneutria
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nigriventer é, de fato, neurotoxico. Tal veneno foi entdo purificado, através de uma combinacédo de
filtracdo em gel e cromatografia de fase reversa’, gerando 5 fracées distintas (nomeadas PhTx1,
PhTx2, PhTx3, PhTx4 e a ndo neurotéxica fracdo M)"*">. Cada uma das fracdes é constituida por
diferentes isoformas (peptideos), que quando isolados apresentam diversas agdes farmacoldgicas,

como pode ser visto na Figura 4 e evidenciado na secdo 4.2 da presente tese.
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Figura 4: Representacdo das fragdes do veneno da aranha armadeira Phoneutria nigriventer com

suas isoformas e principais agdes.

i.c.v: intracérebro-ventricular

As fracOes sdo classificadas como PhTx1 a PhTx4 (além da Fracdo M), as isoformas sdo peptideos

isolados componentes das fragdes classificados como Tx ou PnTx (seguido do nimero da fracéo e

nGmero especifico da isoforma)’?47>76.77.78.79.80
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Até 0 momento essas toxinas ainda ndo foram testadas como agentes contra a
excitotoxicidade (provocada pelo excesso de glutamato) e preservacdo neuronal no modelo

BACHD in vivo.

2- JUSTIFICATIVA

De acordo com a associacao Brasil Huntington, existem hoje em nosso pais cerca de 500
familias com o gene da doenga, e estima-se que existam na populacéo brasileira aproximadamente
100 mil individuos com a DH. Apesar de ser uma doenca rara, ela apresenta sintomas similares a
varias outras doencas neuroldgicas como ELA, Parkinson e Esclerose (com a vantagem da DH ser
uma desordem genética de causa conhecida, mutacdo no gene htt, o que faz dela um excelente
modelo para estudo das doencas neurodegenerativas como um todo). Considerando que a DH ¢
uma doenca motora, mesmo com 0s avan¢os das pesquisas, alteracBes morfofisioldgicas em
diferentes tipos musculares ainda ndo estdo elucidadas. Por exemplo, a andlise do musculo
cardiaco em um importante modelo animal da doenca, 0 BACHD, ainda ndo foi completamente
avaliada. Por fim, o uso de neurotoxinas animais pode ser uma nova alternativa como agente
terapéutico contra excitotoxicidade provocada pelo excesso de glutamato e preservacdo neuronal

na DH.

3- OBJETIVOS

Os objetivos gerais desse trabalho de doutorado envolvem a caracterizacdo de possiveis
alteracOes cardiacas no modelo murino para a DH (BACHD) na idade de 12 meses. Além disso,
tivemos como objetivo avaliar o potencial de uma neurotoxina derivada do veneno aranha
armadeira Phoneutria nigriventer em retardar a morte neuronal bem como, a melhora dos

parametros morfoldgicos, comportamentais e motores da DH em nosso modelo experimental.
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3.1- Objetivos Especificos

Subprojeto 1:

e Investigar o desenvolvimento de alteracfes na conducdo do impulso elétrico in vivo em

camundongos BACHD e WT, utilizando-se a técnica de eletrocardiograma (ECG);

e Caracterizar possiveis alteracbes na excitabilidade dos cardiomidcitos isolados de

camundongos BACHD e WT, utilizando-se a técnica de whole-cell patch clamp;

e Caracterizar possiveis alteragdes na contratilidade de cardiomidcitos isolados de

camundongos BACHD e WT,;

e Caracterizar possiveis alteragdes no transiente de célcio em cardiomidcitos isolados de

camundongos BACHD e WT, utilizando-se o sistema de microscopia confocal;

e Caracterizar possiveis alteracdes moleculares (em proteinas) importantes para o0 processo de

excitacdo/contracdo, utilizando-se western blot;

e Caracterizar possiveis alteracdes ultraestruturais de camundongos BACHD e WT,

utilizando-se o sistema de microscopia eletronica;

e Caracterizar possiveis alteracdes de estresse oxidativo em coracdes de camundongos
BACHD e WT, utilizando-se ensaios da atividade de enzimas antioxidantes e sondas

especificas;

e Descrever um potencial mecanismo de acdo para as alteragdes cardiacas utilizando-se um

inibidor especifico.
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Subprojeto 2:

e Avaliar o potencial neuroprotetor in vivo apos o tratamento com toxina Phalf em animais

BACHD e WT, utilizando-se testes comportamentais e motores;

e Avaliar o potencial neuroprotetor da toxina Pholf no sistema nervoso central de

camundongos BACHD e WT, utilizando-se microscopia Optica;

e Investigar possiveis alteracbes na morfologia de diferentes muasculos esqueléticos de
camundongos BACHD e WT apés o tratamento com a toxina Phalf, utilizando-se

microscopia optica;

e Descrever um potencial mecanismo de agdo para o tratamento com a toxina Phalf,
utilizando-se a quantificacdo dos niveis de glutamato no liquor a expressdo de caspase-3

em neurénios da medula espinal.
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4- RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados em formato de artigos cientificos ja publicados ou

submetidos para publicacao.
4.1- Contextualizacéo do artigo 1

Vérios estudos epidemioldgicos ja& mostraram que as doencas cardiovasculares e a
insuficiéncia cardiaca sdo a segunda principal causa de mortalidade nos pacientes com DH>*8%%2,
Sabe-se que a HTT mutante pode ser também encontrada de forma periférica no organismo no

tecido muscular estriado esquelético e cardiaco®**%,

Dessa forma, além das alteracGes
neuroldgicas e motoras, pacientes com DH podem desenvolver problemas cardiovasculares como
insuficiéncia do coracdo, doenca coronariana e desenvolvimento de arritmias que podem causar
morte stbita®*. Estudos prévios j4 demonstraram que esses pacientes podem apresentar mudancas
no Sistema Nervoso Autdonomo (SNA) que s@o detectadas mesmo antes do aparecimento dos
sintomas motores. Em muitos casos acontece uma desregulacdo do Sistema Nervoso Simpético
(SNS) e do Sistema Nervoso Parassimpatico (SNP), onde o SNS torna-se hiperativo em pacientes
pré-sintomaticos, enquanto a atividade do SNP declina progressivamente®*®®. Esses tipos de
mudancgas no SNA estdo associadas a um mau prognostico para eventos cardiovasculares graves
gue muitas vezes levam & morte stbita®’. De fato, ja foi descrito que camundongos transgénicos
para a DH, quando comparados aos controles WT (do inglés Wild Type), apresentam alteragdes
baroreflexas, bem como aumento pressdo arterial (0 que indica uma disfungdo autondmica).
Apesar disso, esses animais nao apresentaram grandes mudancas estruturais no coragdo, apenas

leve hipertrofia®. No entanto, mesmo com os avangos das pesquisas possiveis alteraces elétricas,

arritmias, alteracdes no potencial de acdo, contratilidade do cardiomiocito e alteracbes no
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transiente de célcio, além de anormalidades moleculares e ultraestruturais ndo foram descritas no
modelo BACHD. Sendo assim, a analise desses pardmetros cardiacos além de uma descri¢do de
um possivel mecanismo de acdo, é muito importante para patofisiologia da DH (podendo auxiliar
no desenvolvimento de novas estratégias clinicas para evitar a incidéncia de eventos

cardiovasculares fatais em pacientes doentes).

De acordo com 0 exposto acima, a analise cardiaca dos animais BACHD e WT, com 12
meses de idade, foi realizada por nosso grupo de pesquisa. Todos o0s resultados podem ser

visualizados no artigo 1, publicado em 2018 na revista The FEBS Journal, que se segue.
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Huntington’s disease (HD) is a neurodegenerative genetic disorder.
Although described as a brain pathology, there is evidence suggesting that
defects in other systems can contribute to disease progression. In line with
this, cardiovascular defects are a major cause of death in HD. To date, rel-
atively little is known about the peripheral abnormalities associated with
the disease. Here, we applied a range of assays to evaluate cardiac electro-
mechanical properties in vivo, using a previously characterized mouse
model of HD (BACHD), and in vitro, using cardiomyocytes isolated from
the same mice. We observed conduction disturbances including QT interval
prolongation in BACHD mice, indicative of cardiac dysfunction. Car-
diomyocytes from these mice demonstrated cellular electro-mechanical
abnormalities, including a prolonged action potential, arrhythmic contrac-
tions, and relaxation disturbances. Cellular arrhythmia was accompanied
by an increase in calcium waves and increased Ca®" /calmodulin-dependent
protein kinase II activity, suggesting that disruption of calcium homeostasis
plays a key part. We also described structural abnormalities in the mito-
chondria of BACHD-derived cardiomyocytes, indicative of oxidative stress.
Consistent with this, imbalances in superoxide dismutase and glutathione
peroxidase activities were detected. Our data provide an in vivo demonstra-
tion of cardiac abnormalities in HD together with new insights into the cel-
lular mechanistic basis, providing a possible explanation for the higher
cardiovascular risk in HD.

Abbreviations

AP, action potential; APRgge,, 90% AP repolarization; CaMKIl, Ca%*/calmodulin-dependent protein kinase Il; CAT, catalase; DCF,
dichlorodihydrofluorescein diacetate; ECG, electrocardiography; Fo, baseline fluorescence; F, fluorescence; GAPDH, glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase; GPx, glutathione peroxidase; HD, Huntington's disease; Htt, huntingtin gene; HTT, huntingtin; mHTT, mutant
Huntingtin; PB, sodium phosphate buffer; PLN, phospholamban; polyQ, polyglutamine; ROS, reactive oxygen species; SERCA, sarco/
endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase; SOD, superoxide dismutase; SR, sarcoplasmic reticulum.
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Introduction

Huntington’s disease (HD) is a neurodegenerative
genetic disorder clinically characterized by progressive
movement alterations, cognitive dysfunction, and psy-
chiatric impairment [1,2]. The disease is an autosomal
dominant condition caused by expansion of a CAG
trinucleotide repeat sequence present in the huntingtin
(Htt) gene, which results in an abnormally long polyg-
lutamine (polyQ) tract in the N terminus of the hunt-
ingtin (HTT) protein [3]. A hallmark of HD is the
clustering of mutant HTT (mHTT) as insoluble aggre-
gates, which have been extensively associated with pro-
gressive neuronal death [4-6]. Moreover, the loss of
normal function and/or the gain of toxicity of mHTT
is also associated with the cellular dysfunction and
degeneration observed in HD pathogenesis [7].

Cardiac dysfunction contributes to both mortality
and morbidity of HD, with cardiovascular disease and
heart failure being the second most common cause of
death of the patients [8,9]. Studies performed in mice
and Drosophila show  that  cardiomyocyte-specific
expression of disease-causing HTT-polyQ [83 polyQ
repeats (Q83) in mice and different polyQ repeat
lengths (Q25, Q46, Q72, and QI103) in Drosophila)
leads to severe heart failure. This suggests that the car-
diovascular disturbances might be a consequence of
direct cardiomyocyte abnormalities as well as impro-
per autonomous nervous system input [10,11]. More-
over, it has been described that cardiac mHTT
expression inhibited protein complexes such as mecha-
nistic target of rapamycin complex 1 (mTORC1), lim-
iting heart growth and reducing the heart’s ability to
compensate for chronic stress [12]. BACHD, a new
mouse model of HD, showed functional differences
between WT and BACHD hearts starting at 3 months
of age, and the aged BACHD mice developed cardiac
fibrosis and apoptosis [13]. It is important to highlight
that these transgenic mice express the human gene of
mHTT, and unlike other models, BACHD shows
slower disease progression, and for this reason is a
valuable and unique model to investigate the HD-like
pathology in aged animals [14]. However, despite the
clinical importance, the mechanisms involved in car-
diac dysfunction in HD remain poorly understood.
Indeed, previous studies [13] have not addressed the
contribution of the electrical and mechanical function
in the heart to the development of HD in 12-month-
old animals.

In this work, we investigated electro-mechanical
properties such as action potential (AP) and cardiac
cell contractility to better understand the mechanisms
underlying cardiac malfunction in the BACHD mouse

Heart disorder and CaMKIl in Huntington’s disease

model of HD. We also searched for ultrastructural
changes in the cardiomyocytes of these animals. We
found that the hearts from the BACHD mice exhibited
marked electro-mechanical dysfunction associated with
oxidative stress, which might be the trigger for severe
arrhythmias. Moreover, we identified ultrastructural
changes in the mitochondria and imbalance in the
antioxidant system in the cardiomyocytes. Finally, we
propose a pathway associated with Ca®" /calmodulin-
dependent protein kinase II (CaMKII) activity respon-
sible for the electro-mechanical alterations observed in
the BACHD cardiac cells.

Results

BACHD mice present significant changes in
electrocardiography recordings

Considering that HD is a disorder of middle age and
the main cause of death of the patients is related to
cardiovascular defects [8,9], 12-month-old WT and
BACHD mice were subjected to electrocardiography
(ECG) to investigate the in vivo changes in the conduc-
tion of cardiac impulses. The spontaneous conduction
disturbances seen in the BACHD mice included QT
interval prolongation, ST-segment deviation, wander-
ing pacemaker, and ‘M’-shaped R wave (Fig. 1A).
Additionally, the BACHD mice showed a significant
prolongation of the QT interval (WT: 78.3 &+ 2.9 ms;
BACHD: 85.5 + 1.9 ms; mean + SEM) and ST-seg-
ment (WT: 0.08 £ 0.04 mV; BACHD: 0.26 + 0.07
mV) (Fig. 1B,C). The analysis of the other electrocar-
diographic parameters revealed no significant differ-
ence between the two groups of mice (Table 1).

Ventricular myocytes from BACHD mice show
electrical, mechanical, and calcium handling
disturbances

In light of the in vivo changes in the electrocardiogram
observed in the BACHD mice, we next investigated
whether the ventricular myocytes from the BACHD
mice presented electrical and mechanical abnormalities.
To this end, we used three different but complemen-
tary approaches: the patch-clamp technique, analyses
of cell contraction, and confocal microscopy.

The results obtained with the patch-clamp technique
revealed that the BACHD ventricular cardiomyocytes
have prolonged AP duration and alternans (Fig. 2A).
Figure 2B,C shows that a statistical difference was
found between the groups: 90% AP repolarization
(APRggo,) WT: 1074 £219ms (n=22 cells)
BACHD: 226.5 £+ 332 ms (n =27 cells); standard
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Table 1. Electrocardiography and cardiomyocyte AP parameters of
WT and Huntington’s disease transgenic (BACHD) mice. Data are
expressed as mean + SEM. No significant differences were
observed between the groups (P> 0.05, Student's t test). bpm,
beats per minute; HR, heart rate.

Parameter WT BACHD

ECG parameters
P wave duration (ms) 319+ 1.2 320+ 1.2
P wave amplitude (mV) 0.03 + 0.0 0.03 £ 0.0
PR interval (ms) 322+ 0.9 333 +22
QRS duration (ms) 40.5 £ 0.9 425 +£ 2.2
R wave amplitude (mV) 0.1 £ 0.01 0.1 £ 0.01
T wave amplitude (mV) 0.02 + 0.0 0.02 +£ 0.0
RR interval (ms) 0.1 £ 0.0 0.1 £0.0
HR (bpm) 499 + 13 506 &+ 9

AP parameters
Maximum rise slope (dV/d?) 82.4 + 11 81.8 £ 10
Resting membrane potential (mV) —-62.8 + 06 —63.8 + 0.6
AP amplitude (ms) 113.0 + 2 110.9 + 1

deviation of mean AP duration; mean ¢ for APRgyge,:
WT: 9.1 &+ 1.9 ms; BACHD: 64.9 + 7.8 ms; mean +
SEM). Despite these changes, we did not find alterations
in other AP parameters, i.e. maximum rise slope, resting
membrane potential, and AP amplitude (Table 1).
Using the contraction assay, we noted that contrac-
tion in the WT cells was homogeneously synchronized
with the electrical stimulus whereas the BACHD car-
diomyocytes showed changes in the pattern of contrac-
tion (Fig. 3A). In fact, we observed a higher number of
arrhythmic events (characterized by spontaneous con-
tractions triggered without stimulation) in the BACHD

J. V. Joviano-Santos et al.

Fig. 1. Huntington's disease transgenic
(BACHD) mice present electrocardiographic
spontaneous electrical disturbances. (A)
Electrocardiogram waveforms of WT

100 (n=10) and BACHD (n = 15) mice. BACHD
mice presented QT interval prolongation, ST-
segment elevation, and ‘M’'-shaped R wave
(rM) (see arrows). (B) Bar graph showing a
significant increase in QT interval in BACHD;
QT interval was corrected by Van der
Wiaters's formula (P = 0.04). (C) Bar graph
showing a significant increase in the ST-
segment elevation in BACHD compared with
WT (P =0.02). *P < 0.05, Student's t test.
Data are expressed as mean + SEM.

BACHD

cells. Figure 3B shows the number of arrhythmic events
per 60 s in 50 WT cells and 53 BACHD cells (0.8 + 0.4
and 4.8 £ 1.3, respectively, mean + SEM). There was
no alteration in the contractile parameters such as frac-
tional shortening and maximum rate of contraction
(Fig. 3C,D). However, we identified significant alter-
ations in the relaxation parameters such as the maxi-
mum rate of relaxation, time to relaxation, and time to
peak (Fig. 3E-G). Altogether, these data show the pres-
ence of arrhythmias at a cellular level and the preserva-
tion of contraction in spite of alterations in the
relaxation parameters.

Next, we evaluated the Ca’>’ dynamics in the
BACHD ventricular cardiomyocytes. The cells were
labeled with Fluo4 acetoxymethyl ester and imaged by
confocal microscopy. We investigated the presence of
calcium waves, the transient amplitude (F/F;), and the
rate of transient decay. As shown in Fig. 4A,B,
BACHD cardiomyocytes presented an increased num-
ber of calcium waves when compared with WT. The
calcium transient amplitude was maintained in the
BACHD cardiomyocytes supporting the lack of alter-
ations observed in the contraction (Fig. 4C). Finally,
the decay constant was significantly decreased, corrob-
orating the faster relaxation rate seen in the BACHD
cells (Fig. 4D).

Molecular alterations in the ventricular
myocardium of BACHD mice

To assess the molecular alterations of proteins involved
in the excitation—contraction coupling, we performed
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Fig. 2. Huntington's disease transgenic (BACHD) mice show alterations in AP in ventricular cardiomyocytes. (A) Representative AP traces
obtained for WT and BACHD cardiomyocytes. In BACHD, the cardiomyocytes present a prolonged AP and AP duration alternans (arrow). (B)
Bar graph showing significant increase in AP repolarization (APR) time in BACHD (P = 0.009). (C) Bar graph showing significant increase in
AP duration alternans in BACHD (P < 0.0001). Sigma: Standard deviation of mean AP duration from 30 consecutive analyzed AP. Analyses
involved n =22 and n =27 cells from four different WT and BACHD animals, respectively, in 10 consecutive beats. *P < 0.05 compared

with WT, Student's t test. Data are expressed as mean + SEM.

western blotting of the ventricular myocardium samples
(Fig. 5A). Figure 5B reveals that the expression of
SERCA did not change between the groups (WT:
1.6 + 0.2; BACHD: 1.7 £ 0.3; mean + SEM). How-
ever, BACHD samples showed increased phosphoryla-
tion of phospholamban (PLN) at Thrl7 (WT:
1.0 £ 0.04; BACHD: 1.6 +0.2; mean £+ SEM)
(Fig. 5C) and CaMKII at Thr®®® (WT: 1.0 £ 0.1;
BACHD: 2.2 £ 0.5; mean £ SEM) (Fig. 5D).

CaMKIl is involved in the mechanical
disturbances observed in cardiomyocytes from
BACHD mice

Considering our data that showed increased CaMKII
phosphorylation in the BACHD hearts and its role
during the development of cardiac arrhythmias [15,16],
we assessed CaMKII’s contribution in the mechanical
disturbances observed in the BACHD cardiomyocytes.
We incubated the ventricular myocytes with the CaM-
KII inhibitor KN93 before the contractility assay.
Although KN93 blocked cell arrhythmias (Fig. 6A), it
did not affect cell fractional shortening and the maxi-
mum rate of contraction (Fig. 6B,C), in accordance
with our previous results (described in Fig. 3). On the
other hand, the maximum rate of relaxation, time to
relaxation, and time to peak of BACHD cardiomy-
ocytes were similar when compared with the WT

The FEBS Journal 286 (2019) 110-123 © 2018 Federation of European Biochemical Societies

KNO93 group (Fig. 6D-F), indicating there was a rever-
sal of the effects previously observed in these relax-
ation parameters (shown in Fig. 3). We did not
observe such differences when using the inactive ana-
log KN92.

BACHD mice present ultrastructural alterations in
the ventricular myocardium associated with
oxidative damage

Because CaMKII plays a key role in the development
of arrhythmias in BACHD cells, we decided to investi-
gate whether the BACHD cells presented any sign of
oxidative damage since reactive oxygen species (ROS)
can lead to CaMKII oxidation and consequently its
activation. Therefore, we searched for evidence of
oxidative stress in the ventricular myocardium using
electron microscopy and found mitochondrial ultra-
structural abnormalities. Accordingly, based on a qual-
itative analysis, the mitochondria of the ventricular
myocardium were degraded and had absent cristae or
were filled by granules (Fig. 7A-E). Although we also
detected changes in the WT myocardium, these were
less intense than the damage observed in the BACHD
myocardium. Additionally, we observed the presence
of lipofuscin granules in the cardiac tissue. Because the
lipofuscin content may include aggregates of oxidized
proteins [17] and, therefore, is indirect evidence of
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Fig. 3. Huntington’s disease transgenic (BACHD) mice show mechanical changes in ventricular cardiomyocytes. (A) Representative
contraction traces obtained from ventricular cardiomyocytes of WT and BACHD mice. The arrow shows arrhythmic events in BACHD cells.
(B) Bar graph showing a significant increase in arrhythmic events in BACHD cells (P = 0.004). (C) Bar graph showing no alterations in
fractional shortening (P = 0.21). (D) Bar graph showing no alterations in the maximum rate of contraction (P = 0.37). (E) Bar graph showing
significant increase in the maximum rate of relaxation in BACHD cells (P = 0.007). (F) Bar graph showing a significant decrease in the time
to relaxation in BACHD cells (P = 0.0005). (G) Bar graph showing significant decrease in the time-to-peak in BACHD cells (P < 0.0001).
Analyses involved n=50 and n=53 cells from four different WT and BACHD animals, respectively. *P < 0.05 compared with WT,

Student’s t test. Data are expressed as mean + SEM.

oxidative stress, we quantified these granules and
found that the BACHD myocardium presented a
higher number of lipofuscin deposits than in the WT
myocardium (Fig. 7F).

The analyses of the cardiac antioxidant system
revealed an increase in the superoxide dismutase (SOD,;
Fig. 8A) and glutathione peroxidase (GPx; Fig. 8C)
activities and no alteration in the catalase (CAT) activ-
ity (Fig. 8B), supporting the hypothesis that oxidative
damage is likely to underlie the alterations observed in
the BACHD myocardium. And finally, with two differ-
ent probes we observed a significant increase in the fluo-
rescence of BACHD cells, suggesting oxidative stress
[dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCF) in Fig. 8D:
WT: 139 + 1.0 AU; BACHD: 653+ 45A.U,
MitoSOX in Fig. 8E: WT: 21.3 £ 0.9 A.U.; BACHD:
26.3 £ 1.2 A.U.; mean + SEM].

114

Discussion

We investigated the electrical function of middle-aged
BACHD mouse hearts as well as excitability, contrac-
tility, and Ca®>" handling aspects of the freshly isolated
ventricular cardiomyocytes from these mice. In this
study, we revealed that the mouse model of HD pre-
sents electrocardiographic abnormalities (e.g. QT inter-
val prolongation and ST-segment elevation). These
ECG parameters are indicative of a delay in ventricu-
lar repolarization and ventricular overload that may
be caused by hypoxia, myocardial infarction, or oxida-
tive stress [18]. Our results are in accordance with
the study of Schroeder er al. [13], which showed ST-
segment range and elevation in BACHD mice, despite
the fact that they wused a different background
(C57BL6/J). Importantly, many drugs prescribed to
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Fig. 4. Huntington's disease transgenic (BACHD) mice showed alterations in the intracellular calcium handling of ventricular cardiomyocytes.
(A) Representative images of calcium transients from WT and BACHD mice observed by confocal microscopy. Calcium waves in BACHD
cells are indicated by the arrows. (B) Bar graph showing a significant increase in the number of calcium waves in BACHD cells (P = 0.004).
(C) Bar graph showing no alterations in calcium transient amplitude (F, fluorescence; Fo, basal fluorescence) (P = 0.31). (D) Bar graph
showing a significant decrease in the decay rate in BACHD cells (P = 0.01). Analyses involved n =50 and n = 69 cells from four different
WT and BACHD animals, respectively. *P < 0.05 compared with WT, Student’s t test. Data are expressed as mean + SEM.
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Fig. 5. Huntington's disease transgenic (BACHD) mice showed alterations in key proteins involved in excitation—contraction coupling in
ventricular myocardium. (A) Representative western blotting of SERCA, pPLNThr17/PLN, and pCaMKIIThr286/CaMKIl immunodetection of
ventricular myocardium samples obtained from WT and BACHD mice. (B) Bar graph showing no alterations in SERCA expression (P = 0.30).
(C) Bar graph showing a significant increase in the expression of pPLNThr17/PLN in BACHD ventricular myocardium (P = 0.04). (D) Bar
graph showing a significant increase in the expression of pCaMKIIThr286/CaMKIl expression in BACHD hearts (P = 0.03). The analyses
involved eight animals per group. *P < 0.05 compared with WT, Student’s t test. Data are expressed as mean + SEM.

HD patients to treat some symptoms, but not to mod- with the development of severe arrhythmias [20],
ify the disease progression (e.g. thioridazine or prominently ventricular tachycardia such as torsades
haloperidol for psychosis), have a well-recognized de pointes. The association of these drugs with pro-
potential to induce QT prolongation as a side effect longed QT interval might increase the patient’s risk of
[19]. Delayed ventricular repolarization is associated developing severe electrical disturbances and/or sudden
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Fig. 6. Mechanical changes in the cardiomyocytes of Huntington's disease transgenic (BACHD) mice are mediated by CaMKIl activity. (A)
Bar graph showing inhibition of arrhythmic events after incubation of BACHD mouse cardiomyocytes with KN93. (B) Bar graph showing no
alterations in fractional shortening after incubation of cardiomyocytes with KN93. (C) Bar graph showing no alterations in the maximum rate
of contraction after incubation of cardiomyocytes with KN93. (D) Bar graph showing an increased relaxation in BACHD mouse
cardiomyocytes that were not treated with KN93 and the absence of alterations in the cardiomyocytes treated with KN93 in comparison
with the respective WT controls. (E,F) Bar graphs showing decreased time to relaxation (E) and time-to-peak (F) in BACHD mouse
cardiomyocytes that were not treated with KN93, and the absence of alterations in BACHD mouse cardiomyocytes treated with KN93 in
comparison with the respective WT controls. KN92 is an inactive analog and it was used to control for off-target effects of KN93. The same
differences between WT and BACHD were also observed when comparing WT KN92 and BACHD KN92 groups. *P < 0.05 BACHD, BACHD
KN93 and BACHD KN92 groups compared with the respective WT controls. Analyses involved WT n =57, BACHD n=70, WT KN93
n =38, BACHD KN93 n= 46, WT KN92 n =34 and BACHD KN92 n = 30, cells from four different WT and BACHD animals. One-way

ANOVA followed by Newman-Keuls test. Data are expressed as mean + SEM.

cardiac death. Interestingly, apart from the above
observations, we did not detect abnormalities in the
conduction of atrial cardiac impulses and ventricular
depolarization.

Following the in vivo ECG observations, we evalu-
ated the excitation—contraction properties of the ven-
tricular cardiomyocytes. The AP repolarization phase
of the BACHD cardiomyocytes was delayed, in
accordance with the observed prolonged QT interval.
Furthermore, BACHD cardiomyocytes showed AP
duration alternans, which is a risk factor for the
development of different types of arrhythmic events
[21,22] that can lead to several ventricular arrhyth-
mias and atrial fibrillation [23]. It is possible that the
prolongation of AP favors re-entry phenomena that
allow repetitively excitable circuits [23]. It is impor-
tant to highlight that triggered arrhythmias and
re-entrant mechanisms likely co-exist, especially in
structurally diseased heart tissue. We suggest that, in
BACHD cardiomyocytes, prolonged AP together with
the increased AP duration alternans provides a

favorable substrate for severe arrhythmias, which in
turn might contribute to an impaired heart function
and finally heart failure [22], known to occur in HD
patients [8].

The increase in AP duration alternans led us to
investigate the intracellular calcium dynamics because
calcium affects the maintenance of excitability and
contraction in cardiomyocytes [22]. The BACHD cells
presented a higher number of Ca?" wa