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Resumo

A doenca de Huntington (DH) é uma desordem neurodegenerativa autossdbmica dominante,
causada por uma expansdo de poliglutaminas (>35 repeticGes) na regido amino-terminal da
proteina huntingtina (htt). A htt possui a capacidade de se ligar a varios fatores de transcricao,
como o CREB e 0 REST. Essas interagcdes estdo frequentemente alteradas na presenca da
huntingtina mutante (mhtt). Uma alteracdo importante nos mecanismos celulares promovida
pela mhtt sdo as modificacdes da sinalizacdo celular ativadas via receptor metabotrépico de
glutamato do tipo 5 (MGIuR5). O mGIuRS5 exerce um papel dindamico no controle da expressdo
génica, j& que regula a atividade de varios fatores de transcri¢do. Logo, o objetivo desse estudo
foi investigar as alteracdes na expressdo de genes envolvidos na plasticidade sinaptica
promovidas pelo mGIuRS5 e pela proteina huntingtina mutante atraves do knockout do mGIuR5
em um modelo murino da doenca de Huntington, o BACHD. Nossos resultados demonstraram
gue os animais mGIuR5 knockout apresentaram uma menor expressdo de REST. Entretanto, a
expressdo dos alvos desse repressor génico sofreram influéncia ndo sé do mGIuR5, mas também
da mhtt, uma vez que os animais BACHD exibiram uma reducdo da expressédo, enquanto que
0s animais mGIuR5” e BACHD/mGIuR5™ um aumento. Além disso, vimos que a ativacdo do
CREB e a expressdo de seus alvos estavam reduzidas nos animais mGIuR5 knockout,
expressando ou a htt selvagem ou a mhtt. Nossos resultados também sugerem um
comprometimento da plasticidade sinaptica e do numero de terminais sinapticos nos animais
BACHD/MGIuR5™, ja que esses animais apresentaram uma diminuicao da expressao de genes
utilizados como marcadores dos terminais pré- e pds-sinaptico, como a sintaxina e a PSD95,
respectivamente. Como conclusao, esse trabalho demonstra a influéncia do mGIuR5 e da mhtt
na expressdo de genes envolvidos na plasticidade sindptica. Também evidencia-se a
interferéncia dominante do mGIuR5 na expressdo dos genes analisados, uma vez que o animal
BACHD/mGIuR5” segue o perfil de expressdo da linhagem mGIuR5™. Ademais, destaca-se
0 papel do mGIuR5 na expressdo de REST, algo que ainda ndo havia sido relatado. Logo,
futuros experimentos serdo necessarios para elucidar os mecanismos subjacentes as alteracoes

observadas nos camundongos BACHD/ mGIuR5™.

Palavras chaves: Doenga de Huntington, huntingtina, mGIuR5, CREB, REST, expresséo

génica



Abstract

Huntington's disease (DH) is an autosomal dominant neurodegenerative disorder caused by a
polyglutamine expansion (> 35 replicates) in the amino-terminal region of the huntingtin
protein (htt). Htt has the ability to bind to various transcription factors, such as CREB and
REST. However, these interactions are often disrupted in the presence of mutant huntingtin
(mhtt). One major change in the cellular physiology triggered by mhtt is the alteration in cell
signaling activated via the metabotropic glutamate receptor 5 (mMGIuR5). mGIuR5 plays a
dynamic role in the control of gene expression, as it regulates the activity of several
transcription factors. Therefore, the aim of this study was to investigate the changes promoted
by mGIuR5 and mhtt in the expression of genes involved in synaptic plasticity by knocking out
mGIuR5 expression in a mouse model of HD, the BACHD. Our results demonstrated that
mGIuR5™ mice exhibited a lower expression of REST, as compared to wild-type mice.
However, expression of REST target genes was influenced not only by mGIuR5 but also by
mhtt, since BACHD animals exhibited a reduction in expression, whereas animals mGIuR5”-
and BACHD/mGIUR5" showed an increase. In addition, our data indicate that CREB activation
and the expression of its target genes are reduced in mGIuR5 knockout animals, expressing
either wild-type or mhtt. Our results also suggest that there is impairment in synaptic plasticity
and in the number of synaptic terminals in BACHD/mGIuR5” animals, since these animals
exhibited a decrease in the expression of genes that are used as pre- and postsynaptic markers,
such as syntaxin and PSD95, respectively. In conclusion, this study demonstrates the influence
of mGIuR5 and mhtt on the expression of genes involved in synaptic plasticity. Morevoer, our
data show a dominant interference of mGIuR5 in the expression of the analyzed genes, since
the BACHD/mGIuR5™ animal follows the same expression pattern as mGIuR5™". Interestingly,
the mGIuRS role in REST expression is a very important finding, as it is a novel finding.
Therefore, future experiments will be needed to elucidate the mechanisms underlying the
changes observed in BACHD/mGIUR5” mice.

Keywords: Huntington's disease, huntingtin, mGluR5, CREB, REST, gene expression



1.  INTRODUCAO

1.1 - Doenca de Huntington

A doenca de Huntington (DH) é uma desordem neurodegenerativa autossémica
dominante, causada por uma mutacdo no éxon 1 do gene IT15 que codifica a proteina
huntingtina (htt), localizado no brago curto do cromossomo 4 (4p16.3) (Gusella, Wexler et al.
1983, Group 1993). Essa alteracdo génica é caracterizada por uma expansao instavel de
poliglutamina na regido amino-terminal da htt (Group 1993).

A huntingtina mutada (mhtt) € expressa ao longo de toda a vida. Porém, a maioria das
pessoas acometidas pela DH apresentam o inicio da doenga entre 35 e 50 anos de idade. A
progressdo da DH é continua, levando o paciente ao Obito 15-20 anos ap6s o inicio dos
primeiros sintomas (Gil and Rego 2008). Sabe-se que o tamanho da repetic¢éo de poliglutamina
é inversamente correlacionado com a idade do inicio da doenca e diretamente correlacionado
com a severidade dos sintomas. A htt selvagem apresenta entre 15 e 35 repeticGes de
glutaminas, enquanto que a mhtt exibe um numero de repeti¢cdes superior a 35 (lllarioshkin,
Igarashi et al. 1994). Individuos que apresentam entre 36 a 39 repeticGes apresentam
penetrancia incompleta dos sintomas. Por outro lado, pacientes portadores de 40 ou mais
repeticdes de glutaminas inevitavelmente desenvolvem os sintomas da DH (Wexler, Lorimer
et al. 2004). Entretando, sexo, fatores ambientais e modificacGes genéticas podem alterar a
variabilidade das manifestacdes clinicas.

Embora tanto a htt selvagem quanto a mutada sejam ubiquamente expressas nos tecidos,
a DH esta associada a uma perda neuronal seletiva (Zuccato, Valenza et al. 2010). A
degeneracgéo e atrofia ocorrem preferencialmente no caudado e putamen (corpo estriado em
roedores) e no cortex (Waldvogel, Thu et al. 2012). Cerca de 95% dos neurdnios presentes no
caudado e putamen s&o neurdnios espinhosos medios (MSN) gabaérgicos, 0s quais sdo 0s
primeiros neurbnios afetados na DH (Zuccato, Valenza et al. 2010). Nos estagios mais tardios,
a neurodegeneracao estende-se para uma variedade de regides cerebrais, incluindo hipocampo
e hipotadlamo (Vonsattel, Myers et al. 1985).

As manisfestacdes clinicas dessa patologia sdo caracterizadas por alteragdes cognitivas,
anormalidades psiquiatricas e transtornos motores (Landles and Bates 2004). Inicialmente, o
individuo com DH apresenta movimentos involuntarios (corea), que se intensificam durante o

curso da doenca, causando prejuizos em suas atividades diarias. Além disso, também sofrem de
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instabilidade postural e falta de coordenacéo motora, levando-o a quedas frequentes (Piira, van
Walsem et al. 2014). Esses distdrbios sdo acompanhados por disfungdo nos movimentos dos
olhos, disartria (transtornos da articulacdo da fala) e disfagia (transtornos da degluti¢éo)
(Heemskerk and Roos 2011, Anderson and MacAskill 2013, Skodda, Schlegel et al. 2014).
Entretanto, aproximadamente 30-50% dos pacientes exibem primeiramente sintomas
cognitivos, como perda de memdria, distlrbios da atengdo, da compreensdo, do fluxo e
associacdo do pensamento; e psiquiatricos, como irritabilidade, ansiedade, agressividade,
compulsdo e depressdo (Di Maio, Squitieri et al. 1993, Witjes-Ane, Zwinderman et al. 2002,
Young 2003, van Dellen, Grote et al. 2005).

Apesar de ter uma causa conhecida, 0s mecanismos exatos que desencadeiam a
progressdo da DH ainda néo estdo claros. Além disso, ndo existem drogas capazes de tratar o
individuo acometido por esta desordem. Estratégias terapéuticas existentes visam apenas
amenizar os sintomas, e ndo atuam diretamente na causa (Puigdellivol, Saavedra et al. 2016).
Portanto, é de suma importancia um maior entendimento dos processos fisiopatoldgicos

envolvidos nessa doenca.

1.2 - Modelos experimentais para a Doenca de Huntington

A partir da identificacdo da mutacdo ocorrida na doencga de Huntington, em 1993 (Group
1993), muitos avancos foram conquistados na construcdo de modelos animais capazes de
reproduzir o fendtipo caracteristico da doenca. Estes esforcos sdo importantes no sentido de
compreender os mecanismos patoldgicos da doenca e, desta forma, auxiliar no desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas. Além disso, o cruzamento entre as linhagens modelo para a
DH com animais geneticamente modificados para outros genes e em regides especificas do
cérebro certamente ajudardo a dissecar os mecanismos comportamentais e moleculares da
doenca.

Diferentes grupos desenvolveram linhagens de camundongos transgénicos obtidos
através da insercao do gene codificante para a proteina htt humana inteira (BACHD e YAC128)
Ou apenas a sua regiao amino-terminal (R6/2) (Menalled and Chesselet 2002). O BACHD é um
modelo transgénico para a DH, o qual expressa a htt humana contendo 97 repeticdes de
glutamina na porcéao do éxon 1. Ele exibe um fendtipo comportamental e neuropatdlogico tipico
da doenca. Dentre as caracteristicas apresentadas, incluem-se um progressivo déficit motor, o
qual se incia precocemente aos 2 meses de idade, e um declinio cognitivo, sendo possivel

detectar um déficit de memodria nesses camundongos aos 6 meses de idade. Além disso, 0s
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camundongos BACHD apresentam uma reducdo de células neuronais e da formacdo de
agregados de mhtt aos 12 meses de idade (Gray, Shirasaki et al. 2008, Abada, Schreiber et al.
2013, Doria, de Souza et al. 2015).

1.3 - A proteina huntingtina

A htt é uma proteina composta por cerca de 3100 aminoécidos, com uma massa
molecular de aproximadamente 349 kDa, dependendo do nimero de residuos de glutamina
(Group 1993). Apo6s anos de pesquisas desde a identificacdo do gene da htt e de seu
sequenciamento, ainda ndo esta claro quais seriam as suas funcdes. A sua vasta distribuicdo
subcelular dificulta a definicdo de suas atribuicdes, além do que, a htt ndo apresenta estrutura
homdloga a nenhuma outra proteina conhecida (Ferrante, Gutekunst et al. 1997, Gil and Rego
2008).

Para entender o papel da htt e seus efeitos patolégicos, muitos estudos identificaram
proteinas com as quais a htt interage. Baseado em analises obtidas por meio do sistema de duplo
hibrido em levedura, ensaios de afinidade, western blot e co-imunoprecipitacdo, observou-se
gue a htt associa-se com varias proteinas. Por exemplo, a htt interage com proteinas envolvidas
com a transmissdo sinaptica, como a proteina de densidade pés-sinaptica 95 (PSD95) e a
proteina que interage com huntingtina 1 (HIP1) (Smith, Brundin et al. 2005). A htt também
interage com proteinas envolvidas no transporte vesicular do fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF), como a proteina associada a huntingtina 1 (HAP1) e a subunidade p150 da
dinactina (Hofer, Pagliusi et al. 1990, Mizuno, Carnahan et al. 1994, Altar, Cai et al. 1997,
Jovanovic, Czernik et al. 2000). Além dessas, a htt interage com proteinas importantes para a
regulacdo transcricional, como a proteina que se liga ao CREB (CBP) (Steffan, Kazantsev et
al. 2000) e o fator de transcricdo que silencia o elemento repressor 1 (REST) (Zuccato, Tartari
et al. 2003, Zuccato, Belyaev et al. 2007, Soldati, Bithell et al. 2011). A htt ainda é capaz de
facilitar mecanismos anti-apoptéticos por inibir a ativacao das caspases 3 e 9 (Rigamonti, Bauer
et al. 2000, Rigamonti, Sipione et al. 2001). Como esperado, a presenca da expansdo de
poliglutamina na mhtt pode romper e/ou modificar a natureza dessas interagcdes. Ademais, a
mhtt tem a capacidade de agregar-se, formando corpos de inclusfes nucleares e citoplasmaticos,
prejudicando funcbes celulares importantes (Martindale, Hackam et al. 1998, Persichetti,
Trettel et al. 1999).
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1.4 - Plasticidade sinptica e Doenca de Huntington

A plasticidade sinptica € um processo bioldgico, pelo qual estimulos com determinados
padrbes especificos resultam em mudancas na forca sinptica. Tanto os mecanismos do pré
quanto do pds-sinaptico podem contribuir para a plasticidade sindptica, favorecendo a formacéo
da memoria e da aprendizagem (Park and Goda 2016).

O fortalecimento ou o enfraquecimento da resposta sinaptica ao estimulo pode ocorrer
devido a uma intervencdo direta de varias protéinas relacionadas a transmissdo sinaptica.
Proteinas como a SNAP25 (proteina associada ao sinaptossoma 25 kDa), a sinapsina, a
sinaptotagmina e a sintaxina atuam de forma efetiva nos mecanismos de transporte de vesiculas
e liberacdo de neurotransmissores, sendo indispensaveis para comunicacao neuronal (Sollner,
Whiteheart et al. 1993, Teng, Wang et al. 2001, Yoshihara, Adolfsen et al. 2003, Cesca, Baldelli
et al. 2010). Alem disso, proteinas como a Arc/Arg3.1 (proteina regulada por atividade e
associada ao citoesqueleto), o BDNF, o GIuR2 e o PSD95 sdo importantes para a plasticidade
sinaptica dependente de atividade, incluindo LTP (potencial de longa duracdo) e LTD
(depressdo de longa duragédo) (Luscher and Frerking 2001, Cheng, Hoogenraad et al. 2006,
Plath, Ohana et al. 2006, Chen, Nelson et al. 2011). A LTP e a LTD sdo tipos de plasticidade
correlacionados aos mecanismos de formacdo de memdria, principalmente na regido do
hipocampo.

Estudos com pacientes e modelos da DH indicam que os sintomas cognitivos iniciais
dessa patologia precedem a perda neuronal. 1sso sugere que os primeiros déficits cognitivos,
gue em muitos casos se manifestam antes dos sintomas motores classicos da DH, podem refletir
anormalidades subjacentes a transmissao sinaptica e a funcdo neuronal (Usdin, Shelbourne et
al. 1999, Caramins, Halliday et al. 2003, Levine, Cepeda et al. 2004, Mazarakis, Cybulska-
Klosowicz et al. 2005). Logo, a investigacdo das alteraches na expressdo desses genes
relacionados a plasticidade sindptica no contexto da DH torna-se crucial para uma maior

compreensdo da progressdo dessa doenca.

1.5 - Receptores Metabotrépicos de Glutamato

O glutamato, principal neurotransmissor excitatério do cérebro, é responsavel por
regular uma variedade de funcdes fisioldgicas, tais como desenvolvimnto neuronal, plasticidade
sinaptica, aprendizado, memdria e outras fungdes cognitivas (DiFiglia 1990, Ribeiro, Paquet et
al. 2010). Entretanto, esse receptor também ¢é conhecido por influenciar a morte de neurénios
(DiFiglia 1990).
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O glutamato age por meio de receptores ionotrépicos e metabotropicos (MGIURs). Os
receptores ionotropicos sdo canais i6nicos regulados por ligante e incluem os receptores N-
metil-D-aspartato (NMDAR), alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico (AMPAR) e
cainato. Existem oito subtipos de mGIluRs, todos membros da superfamilia dos receptores
acoplados a protéina G (GPCR) (Nakanishi 1994). Baseado na homologia de sequéncia, bem
como na especificidade de acoplar-se a determinada proteina G, os mGIuRs sdo divididos em
trés subgrupos distintos: grupo I (mGIuR1 e mGIuR5), grupo Il (mGIuR2 e mGIuR3) e grupo
I (mGluR4, mGIuR6, mGIuR7 e mGIuR8) (Nakanishi 1994, Dhami and Ferguson 2006).

A desregulacdo da sinalizagdo glutamatérgica estd amplamente associada a
patofisiologia de multiplas doencgas neurodegenerativas (Ribeiro, Paquet et al. 2010). Muitos
estudos destacam que essa desregulacdo € atribuida a excitotoxicidade mediada por NMDA.
Entretanto, 0 mGIuR5 também foi associado a progressao de neuropatologias, incluindo a DH
(Calabresi, Centonze et al. 1999, Paquet, Ribeiro et al. 2013).

1.6 - Receptores Metabotrdpicos de Glutamato 5

O mGIuR5 é largamente expresso no SNC, tanto em neurdnios quanto em células nao-
neuronais (Balazs, Miller et al. 1997). Ele é encontrado nos terminais pré e pos-sinapticos,
embora seja predominantemente localizado na regido peri-sinaptica da membrana pds-sinaptica
das sinapses glutamatérgicas (Shigemoto, Nomura et al. 1993). O mGIuR5 é expresso em altos
niveis nos MSNs e interneurdnios do corpo estriado, no cértex cerebral, nas células piramidais
do hipocampo, e em células granulares no bulbo olfatério (Shigemoto, Nomura et al. 1993,
Testa, Standaert et al. 1994, Bordi and Ugolini 1999).

Os mGIuRs do grupo | séo acoplados a proteina Gagi1, a qual ativa a fosfolipase C
(PLC) (Nakanishi 1994, Calabresi, Centonze et al. 1999, Ribeiro, Paquet et al. 2010). A PLC
cliva o fosfotidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em 1,2,-diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5
trifosfato (IP3). O IP3 liga-se aos receptores do reticulo endoplasmatico, causando uma rapida
liberagdo de Ca?* das reservas intracelulares. Por sua vez, o Ca*" e o DAG contribuem para a
ativacdo da proteina quinase C (PKC). Além disso, a estimulacdo dos mGIuRs do grupo |
podem mediar a ativacdo de outros efetores enzimaticos, tais como PKA (proteina quinase A),
CaMK (proteina quinase dependente de célcio Ca?*/calmodulina), MAPK (proteinas quinases
ativadas por mitdgenos) e PI3K (fosfatidilinositol-3-quinase) (Mao and Wang 2003, Harris,
Cho et al. 2004, Ribeiro, Ferreira et al. 2009, Nicodemo, Pampillo et al. 2010).
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1.7 - mGIuR5 e a Doenca de Huntington

O mGIuR5 € altamente expresso nas regifes cerebrais que sdo afetadas pela DH,
incluindo o corpo estriado, o cortex e o hipocampo (Shigemoto, Nomura et al. 1993). Além
disso, esse receptor pode interagir direta e fisicamente tanto com a htt selvagem quanto com a
mhtt (Anborgh, Godin et al. 2005). Ademais, a interacdo entre 0 mGIuR5 e a mhtt parece ter
consequéncias funcionais, uma vez que a sinalizacdo mediada pelo mGIuR5 encontra-se
alterada em um modelo murino knock-in da DH (Ribeiro, Paquet et al. 2010).

N&o h& um consenso se a ativacdo do mGIuR5 retarda ou exarceba o desenvolvimento
da HD. Essa divergéncia deve-se ao envolvimento desse receptor na ativacdo de vias
neuroprotetoras e neurotoxicas, dependendo do contexto celular (Bruno, Battaglia et al. 2001).
Corroborando a hip6tese neurotoxica, estudos mostram que através da ativacdo do mGIuR5, a
mhtt associa-se diretamente a HAP1 e aos receptores de IP3 do reticulo endoplasmatico,
aumentando a liberagdo de Ca?* dos estoques intracelulares, e que por sua vez, intensifica a
morte neuronal (Tang, Slow et al. 2005). Por outro lado, outros estudos mostram que a ativacéo
do mGIuR5 em um modelo murino da DH estimula vias de sinalizagcdo neuroprotetoras, como
a ativacdo de ERK (quinase regulada por sinal extracelular) e de Akt (Ribeiro, Paquet et al.
2010, Doria, de Souza et al. 2015). Além disso, a ativacdo cronica do mGIuR5 por um
modulador alostérico positivo acarreta uma melhora do processo neurodegenerativo,
diminuindo a morte neuronal e a formacgdo de agregados da mhtt e prevenindo o déficit de
memoria observado no camundongo modelo da DH, o BACHD (Doria, de Souza et al. 2015).

Sabe-se que tanto a htt quanto 0 mMGIuR5 sdo capazes de regular a transcri¢do génica.
Logo, uma maior compreensao sobre a sinalizacdo mediada por este receptor é essencial para
um esclarecimento da desregulacdo génica tipica da DH. Grande parte da disfuncdo
transcricional que ocorre nessa patologia afeta a expressdo genes que codificam proteinas
envolvidas na diferenciacdo neuronal e plasticidade sindptica, como neurotrofinas, fatores de
crescimento e proteinas de vesicula (Zuccato, Belyaev et al. 2007). Estes sdo 0s mesmos tipos
de genes regulados pelo mGIuRb5, sustentando a hipotese de que a interacdo entre esse receptor

e a mhtt possa ocupar um eixo central no desenvolvimento da DH.

1.8 - Influéncia da huntingtina e do mGlur5 na expressdo génica

O mGIuRS5 e a htt regulam a atividade de vérios fatores de transcricdo. Quando o
mGIuR5 é bloqueado e/ou ativado, ocorrem mudangas na expressdo de numerosos genes

através da regulacdo de um grande nimero de vias de sinalizacdo (Gass and Olive 2008). Sob
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o0 estimulo de glutamato, 0 mGIuR5 modula a ativa¢do de ERK1/2, CaMK IV, AC (adenilato
ciclase), PKC, dentre outras. Essas proteinas medeiam a expressdo de varios genes através da
ativacdo de varios fatores de transcricdo, como CREB (proteina de ligacdo ao elemento
responsivo a AMPc), Elk1 (proteina com dominio ETS), AP1 (ativador de proteina 1), c-Jun,
c-Rel e NF-ke (fator nuclear xB).

Jé& a htt possui a capacidade de se ligar a varios fatores de transcri¢cdo importantes para
a expressao de genes neuronais, influenciando na sintese de varias proteinas (Li and Li 2004).
Dentre esses fatores de transcricdo, incluem-se o CBP (Steffan, Kazantsev et al. 2000), a
proteina que se liga ao TATA (TBP) (Huang, Faber et al. 1998), proteina especifica 1 (SP1)
(Dunah, Jeong et al. 2002), p53 (Steffan, Kazantsev et al. 2000) e 0 REST (Zuccato, Tartari et
al. 2003, Zuccato, Belyaev et al. 2007, Soldati, Bithell et al. 2011). Essas interacdes fisiologicas

sdo frequentemente alteradas na presenca da mhtt (Rubinsztein and Carmichael 2003).

1.9-CREB

O CREB foi originalmente identificado em 1987 como uma proteina nuclear com 43
kDa que se liga ao elemento responsivo ao cCAMP (CRE) (Montminy and Bilezikjian 1987).
Nos anos seguintes a estrutura tridimensional do CREB foi determinada, exibindo uma
organizacao contendo diferentes dominios que o permite interagir com o DNA, cofatores e
componentes do complexo transcricional (Johannessen, Delghandi et al. 2004). Dentre esses
dominios, o KID (dominio indutivel por quinase) destaca-se dos demais. Essa € uma regido que
regula as mudancas na expressao génica mediadas por CREB. A porcdo central do KID é a
serina 133, a qual é alvo de numerosas quinases que induzem sua ativacao, como CaMKll e 1V,
PKA, PKC, PKB, dentre outras. (Gonzalez and Montminy 1989, de Groot, den Hertog et al.
1993, Ginty, Bonni et al. 1994, Deak, Clifton et al. 1998, Du and Montminy 1998). Essas
proteinas cinases podem ser ativadas através de receptores acoplados a proteina G, como é o
caso do mGIuR5 , bem como por outros receptores, como 0s receptores do tipo tirosina quinase
(TrK) (Pizzorusso, Ratto et al. 2000, Mao and Wang 2003, Warwick, Nahorski et al. 2005).

O CREB exerce um papel central no desenvolvimento do sistema nervoso, uma vez que
induz a expressao génica de neurotransmissores, fatores de crescimento, fatores de transducédo
de sinal e enzimas (Yagita and Okamura 2000, St-Pierre, Drori et al. 2006). Varios trabalhos
ressaltam a importancia do CREB na consolidacdo da memoria, aprendizado e plasticidade
sinaptica, principalmente atraves de mecanismos que envolvem a inducdo da expressdo de

Arc/Arg3.1 (proteina regulada por atividade e associada ao citoesqueleto) (Impey, Smith et al.
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1998, Plath, Ohana et al. 2006, Wang and Zhuo 2012). Outros estudos destacam a influéncia
do CREB no desenvolvimento e sobrevivéncia neuronal, sobretudo por mediar a transcrigcdo de
neurotrofinas, como o BDNF (Riccio, Ahn et al. 1999, Jeong, Cohen et al. 2012, Giampa,
Montagna et al. 2013, Panja and Bramham 2014).

A desregulacdo de CREB tem sido associada a vérias desordens do sistema nervoso
central (SNC), incluindo a DH, a doenca de Alzheimer (DA), a doenga de Parkinson, a isquemia
e a depressdo (Walton and Dragunow 2000, Nucifora, Sasaki et al. 2001, Carlezon, Duman et
al. 2005, Chalovich, Zhu et al. 2006). Na DH, os agregados de mhtt presentes no ndcleo e
citoplasma interagem com outras proteinas celulares que apresentam um curto dominio de
poliglutamina, como por exemplo, o CBP (Martindale, Hackam et al. 1998, Persichetti, Trettel
et al. 1999, Nucifora, Sasaki et al. 2001). O CBP € um co-ativador de transcri¢cdo, exercendo
um papel majoritario como mediador e regulador dos sinais de sobrevivéncia estimulados por
CREB (Sekeres, Mercaldo et al. 2012). Na presenca da mhtt, o CBP é sequestrado nos corpos
de incluséo, deixando de ativar a transcricdo de genes alvos do CREB (Nucifora, Sasaki et al.
2001). Estudos mostram que em estagios mais tardios da DH, quando uma grande concentracao
de CBP estad complexado com a mhtt, ha uma aceleracdo na progressdo da doenca (Obrietan
and Hoyt 2004). Logo, estratégias terapéuticas que visam aumentar a transcricdo génica
dependente de CREB, podem resultar em grandes beneficios neuroprotetores para essa e outras

neuropatologias.

1.10 - REST

O REST, também conhecido como fator silenciador restrito aos neurénios (NRSF), tem
um papel central na regulacéo transcricional e epigenética (Ooi and Wood 2007). Pertencente
a familia dos fatores de transcrigdo dedos de zinco do tipo Kriippel, o REST funciona como
repressor transcricional, modulando a expressdo de genes ao longo de todo o corpo, mas
principalmente no cérebro (Chong, Tapia-Ramirez et al. 1995, Schoenherr and Anderson 1995,
Consortium 2012). Além disso, o REST controla a expressdo de RNAs ndo-codificantes, como
0s microRNAs (miRNA) (Johnson, Zuccato et al. 2008, Packer, Xing et al. 2008).

Os alvos do REST sd0 0s genes que contém uma sequéncia cis-regulatoria de
aproximadamente 21 pares de bases, conhecida como elemento repressor 1 (RE1), ou
silenciador restrito aos neurdnios (NRSE) (Chong, Tapia-Ramirez et al. 1995, Schoenherr and
Anderson 1995). Essa sequéncia foi originalmente identificada na regido promotora do gene

que codifica os canais de sodio do tipo Il (Nav 1.2) (Kraner, Chong et al. 1992). Entretanto,
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deve-se salientar que RE1 representa os alvos candnicos de REST. Analises subsequentes do
genoma por experimentos de ChIP (imunoprecipitacdo da cromatina) revelaram sitios de
ligacdo ndo-candnicos, 0s quais ainda ndo estdo muito bem estabelecidos (Johnson, Teh et al.
2008).

Ap0s o reconhecimento da sequéncia RE1, a repressao génica mediada por REST se d&
através dos seus dois dominios repressores, que compreendem as regides amino (N) e carboxi
(C)-terminais. Esses dominios sdo biologicamente distintos em suas estruturas primarias e na
maneira como se ligam ao DNA (Tapia-Ramirez, Eggen et al. 1997, Thiel, Lietz et al. 1998).
A porcdo N-terminal do REST recruta o co-repressor Sin3A e as histonas desacetilases
(HDACS) 1 e 2, permitindo a repressdo da expressao génica por meio da remocao de grupos
acetil das histonas, incluindo a lisina 9 da histona H3 (H3K9Ac). Por outro lado, a porc¢éo C-
terminal pode recrutar uma variedade de fatores, incluindo o co-repressor de REST (CoREST),
histona demetilase LSD1 (que remove grupos metil da H3K4 mono ou di-metilada), a histona
metiltransferase G9a (que metila a H3K4), e fatores que remodelam a cromatina como a
BAF70, BRAF35 e BRGL1 (figura 1) (Nightingale, O'Neill et al. 2006, Zheng, Zhao et al. 2009).
A combinacdo dos co-fatores recrutados por REST € dependente do gene alvo, bem como do

tipo de célula.
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Figura 1: Representacdo esquematica da maquinaria do REST/NRSF para a repressao

transcricional de genes. No citoplasma, a presenca de um complexo citoplastico formado por
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huntingtina (WT htt), subunidade p1509® da dinactina, proteina associada a huntingtina 1 (HAP1) e
protéina com dominio LIM que interage com REST (RILP), prende 0o REST/NRSF nesse compartimento
subcelular. Quando o REST/NRSF ndo é sequestrado nesse complexo, ele transloca até o ndcleo, no
qual levard a represséo de genes que apresenta uma sequéncia regulatoria chamada elemento repressor
1/ silenciador restrito aos neurénios (REL/NRSE). Ao se ligar a essa sequéncia, 0 REST/NRSF
permite a formacdo de dois complexos repressores, sendo um na regido amino terminal formado por
mSin3 e histonas desacetilatises 1 e 2 (HDAC 1 e 2); e 0 outro na regido carboxi terminal, formado pelo
co-repressor de REST (CoREST), HDAC 1 e 2, LSD1 e BRG1. Adaptado de Rigamonti, Mutti et al.
20009.

Por meio de uma variedade de metodologias, como analises in silico e ChIP, mais de
2000 alvos do REST ja foram descritos (Johnson, Gamblin et al. 2006, Mortazavi, Leeper
Thompson et al. 2006, Otto, McCorkle et al. 2007). Grande parte desses genes sao importantes
para o desenvolvimento neuronal e transmissdo sinaptica, como o BDNF, a sinapsina, o
SNAP25 e o receptor AMPA (Widmer and Hefti 1994, Schoch, Cibelli et al. 1996, Calderone,
Jover et al. 2003, D'Alessandro, Klajn et al. 2009). Muitos desses alvos apresentam-se
desregulados tanto em pacientes, quanto em modelos murinos da DH, fortalecendo o notavel
papel do REST na patogénee dessa desordem.

Em condigdes fisioldgicas, a htt selvagem sequestra 0 REST no citoplasma através da
formacéo de um complexo composto pela subunidade p150 da dinactina, HAP1, RILP (protéina
com dominio LIM que interage com REST) e htt (Shimojo and Hersh 2003, Shimojo 2008).
Dessa forma, a htt estimula a transcricdo dos genes alvos do REST, bem como previne a
formacdo do complexo repressor nuclear (figura 1). Entretanto, na DH, a mhtt ndo é capaz de
reter o REST no citoplasma de maneira eficiente, permitindo a sua entrada excessiva no nucleo
e assim, reduzindo a transcri¢do de seus genes alvos (Zuccato, Tartari et al. 2003).

Embora a influéncia da mhtt na expressdo mediada por REST esteja estabelecida, o
amplo numero de alvos desse repressor torna bastante complexo o entendimento das
consequéncias desta interacdo. Além disso, ndo ha evidéncias na literatura que revelem a
influéncia do mGIUuR5 na expressdo de REST e/ou sob a sua sinalizagdo. Portanto, é de suma
importancia uma maior compreensdo dos mecanismos que permeiam a desregulacdo génica

orquestrada por REST na DH.
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2. OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral

Investigar as alteracdes de expressao génica promovidas pelo mGIuR5 e pela proteina
huntingtina mutante atraveés do knockout do mGIuR5 em um modelo murino da doenca de
Huntington, o BACHD.

2.2 - Objetivos especificos

e Avaliar a expressdo génica do repressor de transcricdo REST nos camundongos WT,
mGIuR5”, BACHD e BACHD/mGIUR5™, com 2, 6 e 12 meses de idade;

e Avaliar o perfil de ativagdo do fator de transcricdo CREB nos camundongos WT,
mGIuR5™, BACHD e BACHD/mGIUR5™, com 12 meses de idade;

e Determinar a influéncia de REST e CREB na expressao génica do BDNF, gene alvo
de ambos os fatores de transcrigdo, nos camundongos WT, mGIuR5™, BACHD e
BACHD/mGIuUR5™, com 2, 6 e 12 meses de idade;

e Avaliar a expressdo de genes alvos do REST (GIuR2, SNAP25, sinaptotagmina e
sinapsina) e CREB (Arc/Argl.3) nos camundongos WT, mGIuR5”, BACHD e
BACHD/mGIuUR5™, com 2, 6 e 12 meses de idade;

e Determinar a influéncia da huntingtina e do mGIUR5 na expressdo de genes
envolvidos no trafego de vesiculas e plasticidade sinaptica, como PSD95 e sintaxina,
nos camundongos WT, mGIuR5”, BACHD e BACHD/mGIUR5”, com 2, 6 e 12

meses de idade.
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3. MATERAIS

2—propanol, solucéo de Betaina, cloroférmio, dimetilsulféxido (DMSO), etanol, NaCl,
paraformaldeido, proteinase K, solucao Tris (hidroximetil) aminometano—hidrocloridrico (Tris
HCI) e solucdo tris (hidroximetil) aminometano - acido etilenodiamino tetra-acetico (Tris-
EDTA) foram adquiridos da Sigma Aldrich®. Tubos tipo eppendorff e ponteiras de
micropipetas foram adquiridos da Axygen Brasil. Agarose, sacarose e sulfato dodecil de sédio
(SDS) foram adquiridos tanto da empresa HEXAPUR quanto da Sigma Aldrich®. (dNTPs)
foram adquiridos da Thermo Scientific®. H>O Nucleasefree foi adquirida da Ambion®. Os
iniciadores utilizados para as reacdes de PCR e gPCR estdo devidamente descritos nas tabelas
1 e 2 e foram adquiridos da Sintese Biotecnologia. O kit Power SYBR® Green PCR Master
Mix, bem como o SYBR® Safe foram adquiridos pela Thermo Scientific®. Laminulas de
12mm e laminas foram adquiridas pela Pro cito Laboratdrios. Os Kits Vectastain Elite ABC
(Mouse 1gG) e Vector SG Peroxidase Substrate foram adquiridos da Vector Laboratories. O
anticorpo anti-pCREB foi adquido da empresa DB Biotech.

4. METODOS

4.1 - Animais

Este trabalho foi realizado utilizando-se camundongos transgénicos modelos da DH,
FVB/N-Tg(HTT*97Q)IXwy/J (BACHD) (Gray, Shirasaki et al. 2008) provenientes do The
Jackson’s Laboratory e camundongos mGIluR5 knockout, o C57/B6;129-Grm5tm1Rod/J
(mGIuR57). Primeiramente, camundongos mGIluR5™ foram cruzados com camundongos
BACHD, obtendo-se a linhagem parental F1. Posteriormente, os camundongos F1 foram
cruzados entre si para obtencio das linhagens de interesse (F2): WT, mGIuR5", BACHD e
BACHD/mGIuR5". Apenas camundongos F1 foram utilizados para cruzamentos e 0s
camundongos heterozigotos F2 forma descartados. Os animais foram criados e mantidos no
biotério do Departamento de Bioquimica e Imunologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFMG em ciclo de 12 horas claro/escuro, com temperatura constante de 23°C e recebendo dgua
e racdo ad libitum. Os procedimentos experimentais utilizados neste trabalho receberam
aprovacio do CETEA-UFMG (Comité de Etica em Experimentagdo Animal — UFMG),
protocolo n° 234/2016 (Anexo 1).
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4.2 - Genotipagem

4.2.1 - Extracao do DNA

A extracdo do DNA foi realizada a partir do recorte de tecidos dos camundongos
mutantes para a htt e 0 mGIuR5. Adicionou-se as amostras 500 pL de solucéo de extracdo (SDS
10%, Tris-EDTA, NaCl, Proteinase K), seguido de incubagdo overnight em banho-maria a 55
°C. Apos centrifugacdo a 150009 por 10 minutos (min) a temperatura ambiente, o sobrenadante
foi transferido para novos tubos tipo Eppendorf contendo 500 pL de isopropanol. Em seguida
foi realizada a homogeneizacao por inversao (10x) e uma nova etapa de centrifugacdo a 15000
X g por 10 min a temperatura ambiente. Apés esta etapa, o sobrenadante foi descartado e 0s
tubos foram deixados invertidos e abertos para secar por 1 hora a temperatura ambiente. Foi
adicionado 200 pL de solucdo TE 0,5X (Tris HCI 1M, EDTA 0,5M) e colocado no banho-maria

a 37°C por no minimo 1 hora. As amostras de DNA foram armazenadas a 4°C.

4.2.2 - Amplificagcdo do DNA para identificagdo da huntingtina mutante

Os iniciadores utilizados nas reacdes em cadeia da polimerase (PCR) para identificar as
linhagens mutantes (BACHD) e homozigotas selvagens (WT) foram obtidos a partir do Jackson
Laboratory, desenvolvidos a partir da sequéncia depositada no GenBank sob o identificador
NM_010414.2. As caracteristicas dos iniciadores, tais como sequéncia e tamanho dos
amplicons gerados sdo mostrados na tabela 1 e um exemplo da identificacdo é mostrado na
figura 2.

As reacOes foram realizadas utilizando 0,25 U da enzima Tag DNA polimerase
(Invitrogen); 2,0 mM de betaina (5M); 0,5 mM de DMSO; 0,2 mM de dNTPs; 1,00 uM de cada
iniciador (tabela 1); 500 ng de DNA gendmico, juntamente com o tampao fornecido pelo
fabricante diluido para 1X, num volume final de 12 uL de reacdo. O programa de amplificagcdo
no termociclador apresenta uma etapa de desnaturacdo inicial a 94°C por 5 min, seguida de 35
ciclos formados por uma etapa de desnaturacdo a 94°C por 20 segundos, uma etapa de
anelamento a 57°C por 20 segundos e uma etapa de extensdo a 70°C por 90 segundos. A

ciclagem termina com uma etapa de extenséo final a 72°C por 7 min.
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Tabela 1: Iniciadores utilizados no PCR convencional

Nome no estoque Sequéncia Amplicon (pb) %GC
HTT-M4F TGAATTGTACAGCCGATGGA 157 53,4
HTT-M4R CCGTAGTTCTGTCAGCGTCA 157 57,5

Ap6s a amplificagdo, 12 pL do produto de PCR juntamente com 3 pL de tampdo de
amostra 5x foram aplicados em gel ndo desnaturante contendo 2% de agarose, SYBR® Safe e
solucdo tampdo Tris-Acetato-EDTA (TAE) 0,5X. O gel foi acondicionado em uma cuba de
eletroforese horizontal preenchida com TAE 0,5X e submetido a uma corrente de 100 volts por
30 min. A captura da imagem foi realizada utilizando o equipamento ImageQuant LAS 4000
(GE Healthcare Life Sciences).

Figura 2: : Genotipagem dos camundongos BACHD. As bandas brancas na parte superior
representam a amplificacdo do gene da mhtt (650pb), classificados como animais BACHD, sendo que
as canaletas com auséncia de bandas representam a auséncia da htt transgénica humana, classificados

como animais WT.

4.2.3 - Amplificagdo do DNA para identificacdo do mGIuR5

Os iniciadores utilizados nas reagcdes em cadeia da polimerase (PCR) para identificar as
linhagens homozigotas mutantes (MGIUR5"), heterozigotas (MGIuR5*") e homozigotas
selvagens (MGIuR5™*) foram obtidos a partir do Jackson Laboratory, desenvolvidos a partir da
sequéncia depositada no GenBank sob o identificador NM_001081414.2. A reacdo é realizada
através da técnica de Multiplex PCR, no qual varios iniciadores sdo utilizados, permitindo a

identificacdo das linhagens numa mesma reacdo de PCR. As caracteristicas dos iniciadores, tais
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como sequéncia e tamanho dos amplicons gerados sdo mostrados na tabela 2, e um exemplo da
identificacdo é mostrado na figura 4.

As reacdes foram realizadas utilizando 0,25 U da enzimaTag DNA polimerase
(Invitrogen), 2,00 mM de MgCl»; 0,2 mM de dNTPs; 1,00 uM de cada iniciador (tabela 1), 500
ng de DNA genbémico, juntamente com o tampé&o fornecido pelo fabricante diluido para 1X,
num volume final de 12 pL de reacdo. O programa de amplificagdo no termociclador apresenta
uma etapa de desnaturacdo inicial a 94°C por 3 min, seguida de 35 ciclos formados por uma
etapa de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, uma etapa de anelamento a 60°C por 45
segundos e uma etapa de extenséo a 72°C por 45 segundos. A ciclagem termina com uma etapa

de extensé&o final a 72°C por 2 min.

Tabela 2: Iniciadores utilizados no PCR convencional

Nome no estoque Sequéncia Amplicon (pb) %GC
Primer comum CACATGCCAGGTGACATCAT 50
Selvagem — reverso CCATGCTGGTTGCAGAGTAA 442 50
Mutante — reverso CACGAGACTAGTGAGACGTG 650 55

Apdbs a amplificacdo, 12 pL do produto de PCR juntamente com 3uL de tampéo de
amostra 5x foram aplicados em gel ndo desnaturante contendo 2% de agarose, SYBR® Safe
(Life Technologies) e solugdo tampdo Tris-Acetato-EDTA (TAE) 0,5X. O gel foi
acondicionado em uma cuba de eletroforese horizontal preenchida com TAE 0,5X e submetido
a uma corrente de 100 volts por 30 min. A captura da imagem foi realizada utilizando o
equipamento ImageQuant LAS 4000. Apenas os camundongos homozigotos mGIuR5** e

mGIuR5™ foram utilizados neste estudo.

- -+ H-

1000pb -
850pb -

650pb -
500pb -
400pb -
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Figura 3: Genotipagem de camundongos mutantes para o gene mGIuR5. O amplicon gerado pelos
iniciadores da linhagem mGIuR5™ possui 650 pb, da linhagem mGIuR5*" possui 650 e 442 pb, e da
linhagem mGIuR5™"* possui 442 pb.

4.3 - RT-PCR quantitativo (QPCR)

Amostras das regides cerebrais do cortex, estriado, hipocampo e cerebelo das linhagens
WT, mGIluR5”, BACHD e BACHD/mGIuR5" com 2, 6 e 12 meses de idade foram retiradas
por microdissec¢do em solucdo salina. O RNA total das amostras foi isolado pelo método
utilizando TRIzol® (Invitrogen, Burlington, EUA), segundo instrucdes do fabricante. O RNA
foi ressuspendido em 40 pL de &gua livre de nucleases, tendo sua concentracdo e qualidade
analisadas por espectrofotometro (NanoDrop — ThermoScientific, Wilmington, USA) e
eletroforese em gel de agarose, respectivamente. Os cDNAs foram preparados a partir de 2 g
de RNA total em 20 pL de reacdo de transcricdo reversa.

O PCR quantitativo (qPCR) foi realizado utilizando o kit Power SYBR® Green PCR
Master Mix, segundo protocolo do fabricante. Para isso, foram utilizadas as plataformas de PCR
em tempo real StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems ¢ QuantStudio™ 6 & 7 Flex Real-Time
PCR System. A reacdo de gPCR foi realizada a fim de quantificar os niveis de mRNA dos
seguintes genes: REST — Rest (NM_011263.2); GIuR2 — Glur2 (XM _006501015.3); Sinapsina
— Synl (NM_013680.4); SNAP25 — Snap25 (NM_011428.3); Sinaptotagmina — Sytl
(XM_017313868.1); BDNF — Bdnf (NM_007540.4); ARC — Arc/arg3.1 (NM_018790.3);
Sintaxina — Stxla (NM_016801.3); PSD95 - Dlg4 (NM_007864.3); NGF — Ngf
(NM_013609.3). Os iniciadores, dos respectivos genes, foram desenhados com o auxilio do
software Primer3plus (Untergasser, Nijveen et al. 2007) e sdo mostrados na tabela 3. Os
iniciadores foram checados utilizando a ferramenta Primer-BLAST (Ye, Coulouris et al. 2012)
para avaliacdo in silico da sua especificidade para com seus alvos.

As amostras foram preparadas em triplicatas e as varia¢des da expressao génica foram
determinadas pelo método do ACt utilizando o gene da actina (NM_007393.3) como gene
constitutivo normalizador. Todas as rea¢des de g°PCR mostraram boa qualidade de amplificacdo

e a eficiéncia dos iniciadores foi testada pelo método de dilui¢do seriada.
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Tabela 03: Caracteristicas dos iniciadores utilizados nas reacdes de qPCR

Amplicon

Codigo Sequéncia (b) Tm(°C) %GC N° identificador

Rest- R GTGCGAACTCACACAGGAGA 60 55

154 NM_011263.2
Rest - F CATGCTGATTAGAGGCCACA 58 50
Glur2-R AGCAGAATCCAGCACAGCTT 59.96 50.00

123 XM_006501015.3
Glur2 - F ATGCGACCTGACCTCAAAGG 60.04 55.00
Synl-R GAGCAGATTGCCATGTCTGA 57.97 50.00

84 NM_013680.4
Synl- F CACTGCGCAGATGTCAAGTC 59.56 55.00
Snap25 -R CTTCATCCGCAGGGTAACAA 57,89 50

159 NM_011428.3
Snap25 -F GCCTTCTCCATGATCCTGTC 57,75 55
Sytl R TACTCGGAATTAGGTGGCAAGA 58.90 45.45

201 XM_017313868.1
Sytl-F GTAGCGGAGGGAGAAGCAGAT 61.37 57.14
Bdnf -R GAGAAGAGTGATGACCATCCT 56.53 47.62

215 NM_007540.4
Bdnf - F TCACGTGCTCAAAAGTGTCAG 59.07 47.62
Arc -R GCTGAAGCAGCAGACCTGA 60.00 57.89

64 NM_018790.3
Arc-F TTCACTGGTATGAATCACTGCTG 58.74 43.48
Stxla-R GAACAAAGTTCGCTCCAAGC 57,96 50

153 NM_016801.3
Stxla —-F GTGGCGTTGTACTCGGACAT 60,39 55
Dlg4 - R TCTGTGCGAGAGGTAGCAGA 60.32 55.00

221 NM_007864.3
Dlgd - F AAGCACTCCGTGAACTCCTG 59.97 55.00
Ngf - R AGCATTCCCTTGACACAG 54.46 50.00

99 NM_013609.3
Nof - F GGTCTACAGTGATGTTGC 52.73 50.00
Actina - R AATGCCTGGGTACATGGTGGTA 58,4 50

122 NM_007393.3
Actina - F TGGAATCCTGTGGCATCCATGA 58,6 50

4.4 - Imunohistoquimica

Os cérebros dos animais WT, mGIuR5”, BACHD e BACHD/mGIuR5" com 2, 6 e 12
meses de idade foram removidos e armazenados em paraformaldeido 4% em PBS por 72 horas
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e, em seguida, colocados em sacarose 30% em PBS overnight, a 4°C. Os cérebros foram
fatiados a 30 um utilizando um criostato, e as fatias foram armazenadas no freezer em solugao
crioprotetora. Por meio de fatias “free-floating”, foi utilizado o protocolo de deteccdo através
da enzima peroxidase. Em resumo, a atividade enddgena da peroxidase foi extinguida
utilizando 0,3% de perdxido de hidrogénio. Em seguida as fatias foram lavadas 2 x de 5 min
com PBS 1X, seguido de permeabilizagcdo com Triton (X-100) 1% for 10 min. As liga¢des ndo
especificas foram bloqueadas utilizando 1,5% de soro de cavalo (Vector Elite Kit) por 30 min,
seguido de incubacdo com o anticorpo mouse anti-pCREB (1:100) (DB Biotech) em PBS
contendo 2% de soro de cavalo e 3% de BSA por 90 minutos a 4°C. Em seguida, as fatias foram
incubadas com o anticorpo secundario anti-mouse (1:100) conjugado com a biotina (Vector
Elite Kit) por 90 minutos a 4°C. Finalmente, as fatias foram incubadas com uma solugéo
contendo a enzima peroxidase complexada a avidina (Vector Elite Kit) por 90 minutos a 4°C.
A imunomarcacdo foi visualizada utilizando cromdgeno contendo o substrato da enzima
peroxidade (Vector Elite Kit). As fatias foram montadas em laminas e visualizadas utilizando
0 Axio Imager A2-Carl Zeiss Microscope com lente Zeiss de 20x. Uma area representativa de
710x532 pum das imagens das regides do cortex, estriado e hipocampo foram analisadas. O
namero de pCREB positivos por imagens foram contatos utilizando a ferramenta cell counter
do software ImageJ (NIH, USA).

4.5 - Andlise estatistica

Para os resultados do gPCR e imunohistoquimica, a média e o erro padrdo foram
calculados a partir de triplicatas técnicas realizadas para cada experimento. Os resultados foram
examinados através do teste ANOVA, que consiste em uma andlise de variancia. Para tal, foi
utilizado o teste de Dunnett que compara simultaneamente os valores obtidos com o controle
pré-determinado, como indicado nas legendas das figuras. Em ambos os métodos, as analises
estatisticas foram realizadas com o auxilio do software GraphPadPrism® versdo 5 (GraphPad
Software Inc., San Diego, USA), sendo considerados significativos o0s testes que obtiveram

valores de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 - mGIuR5 modula a expressdo de REST

Estudos mostram que a protéina htt modula a localizacéo subcelular de REST, mas ndo
a expressao do seu gene (Zuccato, Tartari et al. 2003). E até 0 momento, ndo ha dados na
literatura que relacionem o mGIuR5 a expressao ou a localizacdo do REST. Por isso, foi
avaliado se a auséncia do mGIuR5 e/ou a presenca da mhtt interferem na transcri¢cdo do REST.
Para essa analise, foi realizado o PCR quantitativo (qQPCR) a fim de mensurar a expressdo de
REST nas diferentes linhagens de animais: os animais WT, que sdo 0s animais controle; 0s
mGIuR5™”, que ndo expressam o mMGIUR5; o BACHD, que expressa a mhtt; e o
BACHD/mGIuUR5™, que expressa a mhit e ndo apresenta 0 mGIuR5. As anélises foram
realizadas nas regides cerebrais do cortex, estriado e hipocampo, as quais sdo primordialmente
afetadas pela DH e expressam altos niveis do mGIuR5 (Vonsattel, Myers et al. 1985,
Shigemoto, Nomura et al. 1993, Waldvogel, Thu et al. 2012). Além disso, também foi avaliada
a expressdo do REST no cerebelo como regido controle, uma vez que esse substrato neural ndo
é afetado na DH e ndo expressa 0 mGIuR5 (Vonsattel, Myers et al. 1985, Shigemoto, Nomura
et al. 1993, Waldvogel, Thu et al. 2012). Todas as anéalises foram realizadas em animais com 2,
6 e 12 meses de idade, visando acompanhar a progressao da DH.

Primeiramente, foi analisada a regido do cértex cerebral. Nenhuma das linhagens com
2 e 6 meses de idade apresentaram diferenca na expresséo de REST (figuras 4A e B). Entretanto,
0s animais mGIuR5” e BACHD/mGIuR5” com 12 meses de idade apresentaram uma reducéo
na expressdo de REST, quando comparado aos camundongos WT (figuras 4C). Esse resultado

evidencia a influéncia do mGIuR5, mas ndo da mhtt, na expresséo desse repressor génico.
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Figura 4: A expressdo de REST encontra-se reduzida na regido do cortex nos camundongos
mGIuR5" e BACHD/mGIUR5" com 12 meses de idade. Os graficos mostram os niveis de mRNA de
REST determinados por gPCR. As amostras de RNA foram extraidas do cortex de camundongos das
linhagens WT, mGIuR5", BACHD e BACHD/mGIUR5" com 2 (n=4) (A), 6 (n=4) (B) e 12 (n=6) (C)
meses de idade.A reacdo de gPCR foi realizada em triplicata e normalizada pelos niveis de RNA de
actina. Dados representam a média £ SEM. * representa p<0,05 no teste ONE WAY ANOVA quando
comparado a linhagem WT.

Ao avaliar a expressdo de REST no corpo estriado, foi obtido o mesmo perfil de
expressdo observado no cortex. Os animais com 2 e 6 meses de idade ndo apresentaram
diferenca na expressdo de REST (figura 5A e B), enquanto que as linhagens mGIuR5™" e

BACHD/MGIuR5" com 12 meses de idade exibiram uma reducgdo na sua expressio (figura
5C).
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Figura 5: A expressdo de REST encontra-se reduzida na regido do corpo estriado nos
camundongos MGIuR5”-e BACHD/mGIuR5”- com 12 meses de idade. Os graficos mostram os
niveis de mMRNA de REST determinados por qPCR. As amostras de RNA foram extraidas do corpo
estriado de camundongos das linhagens WT, mGIuR5”, BACHD e BACHD/mGIUR5” com 2 (n=4)
(A), 6 (n=4) (B) e 12 (n=6) (C) meses de idade. A reagdo de gPCR foi realizada em triplicata e
normalizada pelos niveis de RNA de actina. Dados representam a média + SEM. ** representam p<0,01
no teste ONE WAY ANOVA quando comparado a linhagem WT.

Em seguida, foi analisada a expressdo de REST na regido do hipocampo. Os animais
com 2 meses de idade ndo apresentaram diferenca na expressdo de REST (figura 6A).
Entretanto, diferente das outras regides, os animais mGIuR5” e BACHD/mGIuR5” com 6
meses de idade exibiram uma diminuicdo da sua expressdo, quando comparado aos
camundongos selvagens (figura 6B). Esta reducéo da expressdo de REST também foi observada
nas mesmas linhagens com 12 meses de idade (figura 6C). Logo, esses dados indicam que a
auséncia do mGIuR5 tem uma influéncia sobre a expressdo de REST mais precoce no

hipocampo do que nas demais regifes analisadas.
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Figura 6: A expressdo de REST encontra-se reduzida na regido do hipocampo nos camundongos
MGIuR5” e BACHD/mGIUR5” com 6 e 12 meses de idade. Os graficos mostram os niveis de
MRNA de REST determinados por gPCR. As amostras de RNA foram extraidas do hipocampo de
camundongos das linhagens WT, mGIuR5”, BACHD e BACHD/mGIUR5™" com 2 (n=4) (A), 6 (n=4)
(B) e 12 (n=6) (C) meses de idade. A reacdo de qPCR foi realizada em triplicata e normalizada pelos
niveis de RNA de actina. Dados representam a média + SEM. * representa p<0,05, 0s ** representam

p < 0,01 e 0s *** representa p < 0,001 no teste ONE WAY ANOVA quando comparado a linhagem
WT.

A fim de confirmar que a modulacgéo da expressao de REST pelo mGIuR5 era especifica,
analisou-se a expressdo de REST no cerebelo, o qual ndo expressa mGIuR5. N&o houve
diferenca na expresséo do repressor entre os animais com 12 meses de idade (figura 7). Dessa
forma, esses dados sdo fortes evidéncias da importancia do mGIuR5, e ndo da mhtt, na
regulacao da transcricdo de REST.
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Figura 7: N&o ha diferenca na expressdo de REST na regido do cerebelo nos camundongos WT,
BACHD, mGIuR5”7- e BACHD/mGIUR5” com 12 meses de idade. O grafico mostra os niveis
de mRNA de REST determinados por gPCR. As amostras de RNA foram extraidas do cerebelo de
camundongos das linhagens WT, mGIuR5”, BACHD e BACHD/mGIUR5” com 12 meses de idade
(n=6). A reacdo de gPCR foi realizada em triplicata e normalizada pelos niveis de RNA de actina. Dados

representam a média + SEM.

5.2 - O mGIuR5 e a mtt modulam a expressdo dos alvos de REST

O REST possui mais de 2000 alvos ja descritos, e muitos deles estdo desregulados tanto
em pacientes quanto em modelos da DH (Johnson, Gamblin et al. 2006, Otto, McCorkle et al.
2007). Como houve uma reducdo da expressdo de REST nos animais que apresentam o
knockout do mGIuR5, foi verificado se os genes alvos da sua sinalizacdo também estariam
alterados. Para tal verificacdo, foram escolhidos genes envolvidos nos mecanismos de
plasticidade sinaptica e memoria. A regido cerebral de escolha para as analises foi 0 hipocampo,
uma vez que esses substrato neural tem uma funcdo importantissima no processo mneménico e
apresentou uma reducdo precoce da expressdo do REST (figura 6B).

O primeiro alvo de REST analisado foi 0 GIuR2, que é uma subunidade do receptor
AMPA. O receptor ionotropico glutamatérgico do tipo AMPA medeia a neurotransmisséo
excitatoria no SNC, sendo crucial para o desenvolvimento neuronal, remodelamento estrutural
e para a formagdo de memoria, aprendizado e cogni¢do (Liu and Zukin 2007). Sua expressao &
induzida no terminal pos-sinaptico durante o potencial de longa duragdo (LTP), participando
de forma ativa dos mecanismos de plasticidade sinaptica (Luscher and Frerking 2001, Henley

and Wilkinson 2013). Analisando sua expressdo nas diferentes linhagens, nao foi observado
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diferenca significativa entre os animais com 2 e 6 meses de idade (figura 8A e B). Entretanto,
com 12 meses de idade, os animais BACHD exibiram uma reducéo da sua expresséo (figura
8C). Isso condiz com o fato de que, na presenca da mhtt, o complexo que retém o REST no
citoplasma ndo é formado, permitindo-o migrar para o ndcleo e reprimir a expressao dos seus
genes alvos (Zuccato, Tartari et al. 2003). Além disso, os animais mGIUR5" e
BACHD/mGIuR5" apresentaram uma maior expressao de GIuR2 (figura 8C), corroborando os

nossos resultados que mostram uma menor expressao de REST nessas linhagens (figura 6C).
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Figura 8: A expressdo de GIuR2 encontra-se reduzida nos camundongos BACHD e aumentada
nos MGIUR5” e BACHD/MGIUR5” com 12 meses de idade na regifo do hipocampo. Os
gréaficos mostram os niveis de MRNA de Glur2 determinados por gPCR. As amostras de RNA foram
extraidas do hipocampo de camundongos das linhagens WT, mGIuR5”, BACHD e BACHD/mGIuR5™
com 2 (n=4) (A), 6 (n=4) (B) e 12 (n=6) (C) meses de idade. A reacdo de gPCR foi realizada em
triplicata e normalizada pelos niveis de RNA de actina. Dados representam a média £ SEM. * representa
p<0,05 no teste ONE WAY ANOVA quando comparado a linhagem WT.

Um outro alvo analisado foi a proteina sinapsina, a qual est4 envolvida na regulacéo da

liberacdo de neurotransmissores por se ligar a componentes de vesiculas sinapticas, prevenindo
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a liberacdo do seu contetdo (Huttner, Schiebler et al. 1983). Entretando, na presenca de um
potencial de acdo, a sinapsina é fosforilada, desligando-se desses componentes e permitindo a
liberacdo de neurotransmissores (Huttner, Schiebler et al. 1983, Cesca, Baldelli et al. 2010). O
perfil de sua expressao foi bem semelhante ao do gene de GIuR2, ndo exibindo diferenca entre
as linhagens com 2 e 6 meses de idade (figura 9A e B). Entretanto, animais BACHD de 12
meses de idade apresentaram uma reducéo da expressao de sinapsina, enquanto que 0s mGIuR5
e BACHD/mGIUR5”- apresentaram uma maior expressao, ressaltando a influencia do mGIuR5

e da mhtt na expresséo dos alvos de REST (figura 9C).
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Figura 9: A expressao de sinapsina encontra-se reduzida nos camundongos BACHD e aumentada
nos camundongos MGIUR5” e BACHD/mGIUR5” com 12 meses de idade na regido do
hipocampo. Os graficos mostram os niveis de mMRNA de Syn1 determinados por g°PCR. As amostras de
RNA foram extraidas do hipocampo de camundongos das linhagens WT, mGIuR5”, BACHD e
BACHD/mGIuR5" com 2 (n=4) (A), 6 (h=4) (B) e 12 (n=6) (C) meses de idade. A reacdo de gPCR
foi realizada em triplicata e normalizada pelos niveis de RNA de actina. Dados representam a média +
SEM. * representa p<0,05 no teste ONE WAY ANOVA quando comparado a linhagem WT.
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Também foi investigada a expressdo da SNAP25, uma proteina especificamente
presente na membrana plasmatica do terminal pré-sinaptico de células nervosas (Sollner,
Whiteheart et al. 1993). A SNAP25 faz parte do complexo SNARE, o qual medeia o
ancoramento e fusdo de vesiculas sinapticas com a membrana do terminal pré-sinéptico,
permitindo a liberacéo de neurotransmissores (Sollner, Whiteheart et al. 1993). O perfil de sua
expressao foi bem semelhante ao do gene de GIuR2 e sinapsina, também ndo exibindo
diferenca entre as linhagens com 2 e 6 meses de idade (figura 10A e B). Entretando, com 12
meses, 0s animais BACHD apresentaram uma reducgéo da expressdo de SNAP25, enquanto que
os camundongos mGIuR5” e BACHD/mGIUR5 apresentaram uma maior expressio, mais uma
vez evidenciando a importancia do mGIuR5 e da mhtt na regulacéo da transcricdo mediada por
REST (figura 10C).
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Figura 10: A expressdo de SNAP25 encontra-se reduzida nos camundongos BACHD e aumentada
nos camundongos MGIUR5” e BACHD/MGIuR5”com 12 meses de idade na regifo do
hipocampo. Os gréficos mostram os niveis de mMRNA de Snap25 determinados por qPCR. As amostras
de RNA foram extraidas do hipocampo de camundongos das linhagens WT, mGIuR5”, BACHD e
BACHD/mGIuR5” com 2 (n=4) (A), 6 (n=4) (B) e 12 (n=6) (C) meses de idade. A reacdo de gPCR
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foi realizada em triplicata e normalizada pelos niveis de RNA de actina. Dados representam a média +
SEM. * representa p<0,05 no teste ONE WAY ANOVA quando comparado a linhagem WT.

O préximo alvo investigado foi a sinaptotagmina, uma proteina de vesicula sinaptica
que atua como sensor de Ca®". Apds o influxo desse cation no terminal pré-sinaptico, a
sinaptotagmina desencadeia a fuséo da vesicula com a membrana do terminal, agindo sobre o
complexo SNARE e induzindo a exocitose (Yoshihara, Adolfsen et al. 2003). Observando a
Sua expressao nos animais estudados, pode-se notar que nao houve diferenca entre as linhagens
em nenhuma das idades estudadas na regido do hipocampo (figura 11 A-C). Logo, esses dados
evidenciam a pouca influéncia da mhtt e do mGIuR5 na expressdo da sinaptotagmina, e que
possivelmente outro receptor e/ou via de sinalizacdo esteja atuando de forma mais robusta na

regulacao da sua expressao.

Hipocampo 2 meses i
Hipocampo 6 meses

-
o
J
-
(%4
)

_‘
o
1

|

L

e
a
Il

Niveis de mRNA - Sinaptotagmina b
=)
o
1

Expressao relativa pela Actina

[
o
L

Niveis de mRNA - Sinaptotagmina =

Expressao relativa pela Actina

{f‘ 0.0- T
& S
& o
C ; <9
Hipocampo 12 meses S
©
£ g 15 &
2%
g«
Sw
2E
£ 2109
? > T
a3
z 2
£:3 5
L 0
T o
o5
.glﬁ 0' T
=

Figura 11: Nao ha diferenca na expressdo de sinaptotagmina na regido do hipocampo nos
camundongos WT, BACHD, mGIuR5”7-e BACHD/mGIUR5™. Os graficos mostram os niveis de
mRNA de Sytl determinados por gPCR. As amostras de RNA foram extraidas do hipocampo de
camundongos das linhagens WT, mGIuR5", BACHD e BACHD/mGIUR5" com 2 (n=4) (A), 6 (n=4)
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(B) e 12 (n=6) (C) meses de idade. A reacdo de qPCR foi realizada em triplicata e normalizada pelos
niveis de RNA de actina. Dados representam a média + SEM.

Por ltimo, foi investigada a expressdo do BDNF, uma neurotrofina de fundamental
importancia no SNC. O BDNF promove o crescimento e sobrevivéncia de varios neurdnios,
incluindo os da regido do estriado e do hipocampo (Huang and Reichardt 2001). Além disso,
atua na plasticidade sinéptica, induzindo a LTP, e potencializa a neurogénese (Korte, Staiger et
al. 1996, Pencea, Bingaman et al. 2001). Avaliando o seu perfil de expressdo no hipocampo,
pode-se perceber que com 2 meses de idade as linhagens mGIuR5” e BACHD/mGIuR5™"
apresentaram uma reducdo da sua expressdo (figura 12A). Ja os animais com 6 meses de idades
exibiram uma reducdo da expressdo da neurotrofina nas linhagens BACHD, mGIuR5™ e
BACHD/mGIuR5™ (figura 12B). Com 12 meses, 0s animais retomaram o perfil apresentado
com 2 meses, exibindo uma reducio da expressdo de BDNF apenas nas linhagens mGIuR5™” e
BACHD/MGIuR5™ (figura 12C). Logo, foi perceptivel que tanto o mGIuR5 quanto a mhtt
interferem na expressdo de BDNF, entretanto, 0 mGIuR5 parece ter uma influéncia mais
robusta. Apesar disso, a influéncia do mGIuR5 foi oposta a observada sobre os outros alvos de
REST (GIuR2, sinapsina e SNAP25). O esperado era que, como 0s animais mGIuR5™ e
BACHD/mGIuR5™ apresentaram uma reducéo na expressdo de REST, houvesse um aumento
da expressdo de BDNF. Entretanto, observou-se o oposto. Como o BDNF é alvo de varias
sinalizacGes ativadas via mGIuR5, levantou-se a hipdtese de que uma outra sinalizagdo,
mediada por um fator de transcricdo distinto de REST, estivesse interferindo na transcricdo de
BDNF de forma mais proeminente. Por isso, analisou-se os niveis de ativacdo de CREB nesses

animais.
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Figura 12: A expressdo de BDNF encontra-se reduzida nos camundongos BACHD, mGIuR5™ e
BACHD/MGIUR5” na regido do hipocampo. Os gréficos mostram os niveis de mRNA de Bdnf
determinados por qPCR. As amostras de RNA foram extraidas do hipocampo de camundongos das
linhagens WT, mGIuR5", BACHD e BACHD/mGIUR5” com 2 (n=4) (A), 6 (n=4) (B) e 12 (n=6) (C)
meses de idade. A reacdo de qPCR foi realizada em triplicata e normalizada pelos niveis de RNA de
actina. Dados representam a média £ SEM. * representa p<0,05 e 0s *** representam p<0,001 no teste
ONE WAY ANOVA quando comparado a linhagem WT.

5.3 - O mGIuR5 e a mtt modulam a expresséao do CREB e de seus alvos

O CREB é um fator de transcricdo, cuja ativacdo é dependente de mGIuR5, bem como
de outros receptores (Mao and Wang 2003). Além disso, a mhtt também altera sua sinalizacéo,
uma vez que diminui os niveis de CBP livre, o qual € um co-ativador de transcri¢cdo necessario
para a expressao dos genes alvos de CREB (Nucifora, Sasaki et al. 2001). Logo, por sofrer a
influéncia do mGIuR5 e da mhtt, o CREB foi escolhido como um possivel responsavel pelo
perfil de expressdo do BDNF. Por meio de experimentos de imunohistoquimica, fatias cerebrais

das regides do cortex, estriado e hipocampo foram marcadas com o anticorpo anti-pCREB a
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fim de avaliar o seu nivel de ativagdo nas diferentes linhagens. Primeiramente, avaliando a
regido do cortex, foi observado que com 12 meses de idade, os animais BACHD, mGIuR5” e
BACHD/MGIuR5™ exibiram uma reducdo no nimero de células marcadas, o que representa
uma menor ativacdo desse fator de transcricdo (figura 13A e B). Logo, esse resultado evidencia

a influéncia do mGIuR5 e da mhtt nos mecanismos que medeiam a sua ativacao.
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Figura 13: A ativagdo de CREB encontra-se reduzida nos camundongos BACHD, mGIuR5™ e
BACHD/MGIUR5”- com 12 meses de idade na regido do cortex. (A) As imagens mostram cortes
histoldgicos representativos da regido do hipocampo de camundongos das linhagens WT, mGIuR5™,
BACHD e BACHD/mGIUR5” com 12 meses de idade. Escala=100um (B) O grafico mostra a
quantificacdo do numero de células marcadas com o anticorpo anti-pCREB (n=6). Dados representam
a média £ SEM obtida a partir de 6 fotos tiradas para cada animal. *** representam p<0,001 no teste

ONE WAY ANOVA quando comparado a linhagem WT.

Ao avaliar a ativacdo de CREB no corpo estriado, foi obtido 0 mesmo perfil observado no
cortex. Os animais BACHD, mGIuR5" e BACHD/mGIUR5" com 12 meses de idade exibiram

uma reducdo no namero de células marcadas com o anticorpo anti-pCREB (figura 14A e B).
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Figura 14: A ativagio de CREB encontra-se reduzida nos camundongos BACHD, mGIuR5" e
BACHD/mGIuR5”-com 12 meses de idade na regifio do corpo estriado. (A) As imagens mostram
cortes histolégicos representativos da regido do hipocampo de camundongos das linhagens WT,
mGIuR5", BACHD e BACHD/mGIUR5” com 12 meses de idade. Escala=100um (B) O gréafico mostra
a quantificacdo do nimero de células marcadas com o anticorpo anti-pCREB (n=6). Dados representam
a média £ SEM obtida a partir de 6 fotos tiradas para cada animal. * representam p<0,05 no teste ONE
WAY ANOVA quando comparado a linhagem WT.

Em seguida, foi analisada a ativacdo de CREB na regido do hipocampo. Os animais
BACHD, mGIuR5" e BACHD/MGIUR5” com 12 meses de idade apresentaram uma
diminuigdo no numero de células marcadas com o anticorpo anti-pCREB, indicando uma menor
ativacdo deste (figura 15A e B). Logo, esses resultados confirmam a influéncia do mGIuR5 e
da mhtt nos mecanismos que medeiam a sua ativacdo. Além disso, o resultado da regido do
hipocampo foi condizente com a expressao de BDNF, evidenciando um papel mais robusto de

CREB na sua expressao.
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Figura 15: A ativacdo de CREB encontra-se reduzida nos camundongos BACHD, mGIuR5™ e
BACHD/mGIuR5”-com 12 meses de idade na regido do hipocampo. (A) As imagens mostram
cortes histologicos representativos da regido do hipocampo de camundongos das linhagens WT,
mGIuR5", BACHD e BACHD/mGIUR5” com 12 meses de idade. Escala=50um (B) O gréfico mostra
a quantificacdo do nimero de células marcadas com o anticorpo anti-pCREB (n=6). Dados representam
a média £ SEM obtida a partir de 6 fotos tiradas para cada animal. *** representam p<0,001 no teste
ONE WAY ANOVA quando comparado a linhagem WT.

A fim de confirmar a influéncia do perfil de ativacdo de CREB sobre a expressdo de
seus alvos, foi avaliada uma outra proteina chamada Arc/Arg3.1. Esta proteina pertence ao
grupo de genes de resposta imediata (IEG), que s&o dinamicamente regulados por atividade
neuronal (Guzowski, Timlin et al. 2005). In vivo, a expressdo de Arc/Arg3.1 é induzida em
populacdes neuronais importantes para o aprendizado, como por exemplo células hipocampais
(Ramirez-Amaya, Vazdarjanova et al. 2005). Além disso, essa proteina é requerida para a
consolidacdo da plasticidade sinaptica e memoria, induzindo a LTP (Plath, Ohana et al. 2006,
Rial Verde, Lee-Osbourne et al. 2006). Avaliando essa proteina na regido do hipocampo,
observou-se que 0s animais com 2 meses de idade ndo apresentaram diferenca quanto a sua
expressdo, apesar de uma forte tendéncia ser observada nas linhagens mGIuUR5” e
BACHD/mGIuR5™ (figura 16A). Esta tendéncia foi confirmada nos animais mGIuR5” e
BACHD/MGIuR5" com 6 e 12 meses de idade, os quais exibiram uma reducio na expressao
de Arc, quando comparado aos camundongos selvagens (figura 16B e C). Apesar do animal
BACHD néo ter apresentado diferenca na expressdo de Arc quando comparado ao camundongo
WT, a linhagem BACHD/mGIuR5” exibiu uma reducdo mais robusta quando comparado ao

animal mGIuR5”, evidenciando a interferéncia da mhtt na expressdo de Arc (figura 16C).
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Portanto, o perfil de expressdo dessa proteina se assemelha ao perfil de ativacdo de CREB.
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Figura 16: A expressdo de ARC encontra-se reduzida nos camundongos MGIUR5" e
BACHD/MGIUR5 na regido do hipocampo. Os graficos mostram os niveis de mRNA de Arc
determinados por qPCR. As amostras de RNA foram extraidas do hipocampo de camundongos das
linhagens WT, mGIuR5", BACHD e BACHD/mGIUR5” com 2 (n=4) (A), 6 (n=4) (B) e 12 (n=6) (C)
meses de idade. A reacdo de qPCR foi realizada em triplicata e normalizada pelos niveis de RNA
daactina. Dados representam a média + SEM. * representa p<0,05 e *** representam p<0,001 no teste
one way quando comparado a linhagem WT . # representa p<0,05 no teste ONE WAY ANOVA quando

comparado a linhagem mGIuR5™,

Um outro alvo de CREB analisado foi a sintaxina 1A. Esta € uma proteina
predominantemente localizada na membrana plasmatica, implicada na fusdo de vesiculas
sinapticas a membrana do terminal pré-sinaptico (Bennett, Calakos et al. 1992). A sintaxina é
parte do complexo SNARE, a qual interage com a sinaptotagmina e com canais de céalcio
dependente de voltagem. (Bennett, Calakos et al. 1992, Teng, Wang et al. 2001). Por ser uma
proteina tipica dos terminais pré-sinapticos, a sintaxina é muito utilizada como marcador do

namero desses terminais. Assim, devido a sua importancia, sua expressdo foi avaliada em todas
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as regides cerebrais foco desse estudo. A primeira regido analisada foi o cértex. Os animais
com 2 e 6 meses de idade ndo apresentaram diferenca na expressao da sintaxina 1A (figura 17A
e B). Ja os animais BACHD, mGIuR5”" e BACHD/mGIuR5" com 12 meses de idade exibiram
uma reducdo na sua expressdo, quando comparados aos camundongos WT, evidenciando a
influéncia tanto do mGIuR5 quanto da mhtt na sinalizacdo que modula a expressao da sintaxina
1A (figura 17C).
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Figura 17: A expressdo de sintaxina 1A encontra-se reduzida nos camundongos BACHD,
mMGIuR5” e BACHD/mGIUR5”com 12 meses de idade na regido do cortex. Os graficos
mostram os niveis de MRNA de Stxla determinados por gPCR. As amostras de RNA foram extraidas
do cértex de camundongos das linhagens WT, mGIuR5”, BACHD e BACHD/mGIUR5” com 2 (n=4)
(A), 6 (n=4) (B) e 12 (n=6) (C) meses de idade. A reacdo de qPCR foi realizada em triplicata e
normalizada pelos niveis de RNA de actina. Dados representam a média + SEM. *** representam
p<0,001 no teste ONE WAY ANOVA quando comparado a linhagem WT.

Ao avaliar a regido do estriado, foi observado o mesmo perfil de expressédo da sintaxina

1A na regido do cortex. Os animais com 2 e 6 meses de idade ndo apresentaram diferenca na
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expressdo de sintaxina (figura 18A e B), enquanto que as linhagens BACHD, mGIuR5™ e
BACHD/MGIuR5" com 12 meses de idade exibiram uma reducdo na sua expressio, quando

comparado a camundongos WT (figura 18C).
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Figura 18: A expressdo de sintaxina 1A encontra-se reduzida nos camundongos BACHD,
MGIuR5" e BACHD/mGIUR5”-com 12 meses de idade na regi&o do corpo estriado. Os graficos
mostram os niveis de MRNA de Stxla determinados por gPCR. As amostras de RNA foram extraidas
do corpo estriado de camundongos das linhagens WT, mGIuR5”, BACHD e BACHD/mGIuR5" com 2
(n=4) (A), 6 (n=4) (B) e 12 (n=6) (C) meses de idade. A reacdo de gPCR foi realizada em triplicata e
normalizada pelos niveis de RNA de actina. Dados representam a média + SEM. ** representam p<0,01
e *** representam p<0,001 no teste ONE WAY ANOVA quando comparado a linhagem WT.

Em seguida, foi analisada a expresséo de sintaxina na regido do hipocampo. Assim como
nas demais regides, os animais com 2 e 6 meses de idade ndo apresentaram diferenca na
expressdo de sintaxina. (figura 19A e B) Entretanto, as linhasgens BACHD, mGIuR5” e
BACHD/MGIuR5" com 12 meses de idade exibiram uma diminuicao da sua expressdo (figura

19C). Logo, esses dados ajudam a confirmar a importancia do mGIuR5 e da mhtt nos
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mecanismos que ativam a sinalizacdo de CREB, e por consequéncia, de seus alvos, uma vez
que o perfil de expressdo da sintaxina apresentou 0 mesmo perfil de ativacdo desse fator de

transcricao.
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Figura 19: A expressdo de sintaxina 1A encontra-se reduzida nos camundongos BACHD,
mGIuR5”" e BACHD/mGIUR5” com 12 meses de idade na regido do hipocampo. Os graficos
mostram os niveis de MRNA de Stxla determinados por gPCR. As amostras de RNA foram extraidas
do hipocampo de camundongos das linhagens WT, mGIuR5”, BACHD e BACHD/mGIuR5” com 2
(n=4) (A), 6 (n=4) (B) e 12 (n=6) (C) meses de idade. A reacéo de gPCR foi realizada em triplicata e
normalizada pelos niveis de RNA de actina. Dados representam a média £ SEM. * representa p<0,05 e
*** representam p<0,001 no teste ONE WAY ANOVA quando comparado a linhagem WT.

A fim de confirmar a modulagéo do mGIuR5 e da mhtt sob a expresséo de sintaxina 1A,
analisou-se sua expressdo no cerebelo, o qual foi utilizado como uma regido controle. Como foi
possivel observar, ndo houve diferenca na expressao da sintaxina no cerebelo dos animais com
12 meses de idade (figura 20). Dessa forma, existem fortes evidéncias da importancia de ambos

mGIURS5 e mhtt na sinalizacdo que medeia a transcrigdo de sintaxina.
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Figura 20: N&o ha diferenga na expressdo de sintaxina na regiao do cerebelo dos camundongos
WT, BACHD, mGluR5"-e BACHD/MGIUR5”- com 12 meses de idade. Os graficos mostram os
niveis de MRNA de Stxla determinados por gPCR. As amostras de RNA foram extraidas do cerebelo
de camundongos das linhagens WT, mGIuR5”, BACHD e BACHD/mGIUR5™ com 12 meses de idade
(n=6). A reacdo de gPCR foi realizada em triplicata e normalizada pelos niveis de RNA de actina. Dados

representam a média £ SEM.

Como houve diferenca na expressao de sintaxina entre as linhagens de camundongos e,
conforme ja foi citado, ela é usada como marcador do nimero de terminais pré-sinapticos,
levantou-se a hipotese de que os terminais pos-sinapticos também estariam comprometidos.
Para tal analise, foi avaliada a expressdo de uma proteina tipica dos terminais pds-sinapticos, a
PSD95. Essa proteina é a mais abundante da densidade pds-sinéptica (PSD), e devido ao grande
numero de proteinas com as quais interage, é implicada em promover a estabilidade de sinapses
excitatorias (Cheng, Hoogenraad et al. 2006, Chen, Nelson et al. 2011, Taft and Turrigiano
2014). A fim de correlacionar os resultados da expressdo da PSD95 com os da sintaxina, sua
analise também abrangeu todas as regides estudadas. Primeiramente, foi analisada a regido do
cortex cerebral. Nesta regido cerebral, nenhuma das linhagens com 2 e 6 meses de idade
apresentaram diferenca na expressdo de PSD95 (figura 21A e B). Entretanto, os animais
mGIuR5” e BACHD/mGIUR5” com 12 meses de idade apresentaram uma reducdo na sua
expresséo (figura 21C). Esse resultado evidencia a influéncia do mGIuR5, mas ndo da mhtt, na

expressdo da PSD95.
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Figura 21: A expressdo de PSD95 encontra-se reduzida nos camundongos mGIUR5™ e
BACHD/MGIuR5”-com 12 meses de idade na regio do cortex. Os gréaficos mostram 0s niveis
de mRNA de Dgl4 determinados por qPCR. As amostras de RNA foram extraidas do cortex de
camundongos das linhagens WT, mGIuR5”, BACHD e BACHD/mGIUR5™" com 2 (n=4) (A), 6 (n=4)
(B) e 12 (n=6) (C) meses de idade. A reacdo de qPCR foi realizada em triplicata e normalizada pelos
niveis de RNA de actina. Dados representam a média + SEM. *** representam p<0,001 no teste ONE
WAY ANOVA guando comparado a linhagem WT.

Ao avaliar a regido do estriado, foi obtido o mesmo perfil de expressdao da PSD95
observado naregido do cortex. Os animais com 2 e 6 meses de idade ndo apresentaram diferenca
na expressio de PSD95 (figura 22A e B), enquanto que as linhagens mGIUR5” e
BACHD/MGIuR5" com 12 meses de idade exibiram uma reducdo na sua expressio, quando
comparado a camundongos WT (figura 22C).
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Figura 22: A expressdo de PSD95 encontra-se reduzida nos camundongos mGIUR5™ e
BACHD/MGIuR5”-com 12 meses de idade na regi&o do corpo estriado. Os gréaficos mostram 0s
niveis de mRNA de Dgl4 determinados por gPCR. As amostras de RNA foram extraidas do corpo
estriado de camundongos das linhagens WT, mGIuR5”, BACHD e BACHD/mGIUR5” com 2 (n=4)
(A), 6 (n=4) (B) e 12 (n=6) (C) meses de idade. A reacdo de gPCR foi realizada em triplicata e
normalizada pelos niveis de RNA de actina. Dados representam a média + SEM. ** representam p<0,01
e *** representam p<0,001 no teste ONE WAY ANOVA quando comparado a linhagem WT.

Em seguida, foi analisada a expressdo de PSD95 na regido do hipocampo. Os animais
com 2 meses de idade ndo apresentaram diferenca na sua expresséo (figura 23A). Entretanto,
diferentemente das outras regides, os animais mGIuR5” e BACHD/mGIuR5” com 6 meses de
idade exibiram uma diminuicdo da expressédo da PSD95, quando comparado a camundongos
WT (figura 23B). Esta reducéo precoce da expressdo da PSD95 foi reproduzida nas mesmas
linhagens com 12 meses de idade (figura 23C). Logo, esses dados ajudam a confirmar a
importancia do mGIuR5 na regulacdo da transcricdo da PSD95. Além disso, a mudanga da
expressdo tanto do PSD95 quanto da sintaxina  constitui um forte indicativo de

comprometimento da plasticidade sindptica e do nimero de terminais sinapticos nesses animais.
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Figura 23: A expressdo de PSD95 encontra-se reduzida nos camundongos mGIUR5™ e
BACHD/mGIuR5”-com 6 e 12 meses de idade na regifo do hipocampo. Os gréficos mostram os
niveis de mMRNA de Dgl4 determinados por gPCR. As amostras de RNA foram extraidas do hipocampo
de camundongos das linhagens WT, mGIuR5”, BACHD e BACHD/mGIUR5" com 2 (n=4) (A), 6 (n=4)
(B) e 12 (n=6) (C) meses de idade. A reacdo de qPCR foi realizada em triplicata e normalizada pelos
niveis de RNA de actina. Dados representam a média + SEM. * representa p<0,05 e *** representam p
< 0,001 no teste ONE WAY ANOVA quando comparado a linhagem WT.

Para confirmar a modulacdo do mGIuR5 sob a expressdo de PSD95, analisou-se sua
expressao no cerebelo, a qual foi utilizada como uma regido controle. Como foi possivel
observar, ndo houve diferenca na expressdo do mRNA da PSD95 entre os animais com 12
meses de idade (figura 24). Dessa forma, existem fortes evidéncias da importancia do mGIuR5,

e ndo da mhtt, nos mecanismos envolvidos na expressao da PSD95.
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Figura 24: N&o ha diferenca na expressdo de PSD95 na regido do cerebelo nos camundongos WT,
BACHD, mGIuR5”7-e BACHD/mGIUR5- com 12 meses de idade. Os graficos mostram os niveis
de mRNA de Dgl4 determinados por qPCR. As amostras de RNA foram extraidas do cerebelo de
camundongos das linhagens WT, mGIuR5”, BACHD e BACHD/mGIUR5” com 12 meses de idade
(n=6). A reacdo de gPCR foi realizada em triplicata e normalizada pelos niveis de RNA de actina. Dados

representam a média + SEM.

Por fim, foi analisado a expressdo do fator de crescimento nervoso (NGF), uma das
proteinas mais bem documentadas com relacdo ao seu papel em prevenir a morte celular
programada durante o desenvolvimento. O NGF estimula o crescimento, sobrevivéncia e a
diferenciacéo de neurdnios simpaticos e sensoriais. Além disso, essa neurotrofina atua como
mediador inflamatorio e modula a hiperalgesia e plasticidade sindptica (Ebendal 1992,
Lewin and Mendell 1993, Bradshaw, Murray-Rust et al. 1994). Quanto aos mecanismos
envolvidos na sua expressdo, ndo ha na literatura dados que relacionem NGF a regulacéo de
transcricdo mediada por REST e CREB, tornando-o um bom controle negativo para a analise
da expressdo de mRNAs que dependem desses fatores de transcricdo. A avaliacdo da
expressdo de NGF na regido do hipocampo de animais com 12 meses de idade néo indicou
diferengas entre as linhagens (figura 25). Esse resultado indica que a influéncia robusta do
mMGIURS5 e da mhtt na sinalizacdo mediada por CREB e REST séo especificas.
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Figura 25: Nao ha diferenca na expressdao de NGF na regido do hipocampo nos camundongos WT,
BACHD, mGIuR57- e BACHD/mGIUR5” com 12 meses de idade. Os graficos mostram os niveis
de mRNA de Ngf determinados por qPCR. As amostras de RNA foram extraidas do hipocampo de
camundongos das linhagens WT, mGIuR5”, BACHD e BACHD/mGIUR5™" com 12 meses de idade
(n=6). A reacao de gPCR foi realizada em triplicata e normalizada pelos niveis de RNA de actina. Dados

representam a média £ SEM.
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho demonstramos que tanto o0 mGIuR5 quanto a mhtt interferem na
expressao de genes envolvidos na plasticidade sinaptica nas regides cerebrais mais afetadas
pela DH. Confirmamos dados da literatura que evidenciam a interferéncia de ambos na
sinalizacdo modulada por CREB. Como ja foi demonstrado, o bloqueio do mGIuR5 pelo
antagonista MPEP (2-metil-6(feniletinil) piridina) acarreta uma reducdo da fosforilagéo de
CREB, e por consequéncia, uma diminuicao da expressédo de seus alvos (Mao and Wang 2003,
Warwick, Nahorski et al. 2005). Entretanto, a ativacdo de CREB ainda néo havia sido avaliada
em camundongos mGIuR5”. Os nossos resultados demonstraram que o knockout do mGIuR5
promoveu uma diminuicdo da ativacdo de CREB e da expressdo de seus genes alvos,
corroborando dados previamente publicados. Além disso, também ja havia sido descrito que a
presenca da proteina mhtt compromete a sinalizacdo de CREB por meio do sequestro do CBP
pelos agregados de mhtt (Nucifora, Sasaki et al. 2001, Obrietan and Hoyt 2004). Os resultados
apresentados nesse trabalho sdo importantes visto que demonstram como a combinacdo da
auséncia do mGIUR5 e da expressdo da mhtt (BACHD/mGIUR5”) podem influenciar a
expressao dos genes alvos. Os nossos resultados evidenciaram que os animais BACHD,
mGIuR5” e BACHD/mGIuR5" apresentaram uma menor ativacio de CREB, e que a expressio
de seus alvos, como BDNF, ARC e sintaxina, encontrava-se comprometida.

Observamos que a mhtt interfere ndo sé na expressao dos alvos de CREB, mas também
altera a expressdo dos alvos do repressor génico analisado, o REST. Os animais que
apresentavam a mhtt mostraram uma reducdo na expressao de GluR2, SNAP25 e da sinapsina,
todos alvos da regulacdo da transcricdo por REST. Entretanto, apesar da diminuigé@o dos seus
genes alvos, a expressdo de REST ndo se mostrou alterada nos camundongos BACHD. Esses
resultados corroboram dados publicados anteriormente que indicam que a mhtt ndo é capaz de
reter o REST no citoplasma, permitindo a sua entrada excessiva no nucleo e, assim, reduzindo
a transcricdo génica e a producgéo proteica (Zuccato, Tartari et al. 2003). Nossos resultados
também revelaram que o mGIuR5 interfere na expressdo do REST e de seus alvos, uma vez que
as linhagens mGIuR5 knockout apresentaram uma menor expressdo de REST, e um aumento
da expressdo do GIuR2, SNAP25 e da sinapsina. Entretanto, ndo ha até 0 momento trabalhos
gue demonstrem uma associacdo do mGIuRS5 e a expresséo ou localizacdo subcelular do REST.
Sabe-se que a expressdo desse repressor génico é regulada pela via candnica do Wnt, cujo
componente central é o co-ativador transcricional denominado B-catenina (Nishihara, Tsuda et

al. 2003). Quando a sinaliza¢do do Wnt ¢ ativada, a -catenina é estabilizada e translocada até
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0 nucleo para interagir com fatores de transcricdo da familia LEF/TCF, ativando assim a
expressdo dos seus genes alvos, como o REST. Na auséncia do ligante Wnt, a B-catenina
permanece associada a uma proteina de membrana plasmatica chamada caderina, ou, estando
no citoplasma, é constantemente fosforilada e degradada por acdo do complexo da axina
(Aberle, Bauer et al. 1997, Gao, Seeling et al. 2002, Nishihara, Tsuda et al. 2003). Um trabalho
publicado recentemente mostrou que, no endotélio vascular, a ativagdo do mGIuR5 por
homocistéina modula a dissociacdo da VE-caderina (caderina do endotélio vascular) com a B-
catenina, via PKC (Beard, Reynolds et al. 2012). Além disso, esse grupo também demonstrou
que a localizagdo nuclear, a ligacdo ao DNA e a expressédo de genes alvos da B-catenina foram
blogueadas na presenca de um inibidor do mGIuR5 (Beard, Reynolds et al. 2012). Portanto,
baseados nesses artigos, nossa hipotese para a influéncia do mGIuR5 na expressao do REST no
cérebro é que, sob o estimulo de glutamato e na presenca do ligante Wnt, este receptor promove
a dissociagdo da N-caderina (caderina do SNC) com a B-catenina, levando a uma ativacéo da
transcricdo do REST. Assim, na auséncia do mGIuR5, a expressdo do REST estaria
comprometida, como observado em nossos dados.

Nossos resultados demonstraram que nem todos os alvos de REST testados
apresentaram uma alteracdo da expressdo, como foi 0 caso da sinaptotagmina. Uma das
hipoteses é que sua expressao esteja sendo influenciada de forma mais determinante por fatores
de transcricdo que ndo sdo afetados pela mhtt ou pelo mGIuR5, como € o caso do neuroD2
(ND2). Sobre esse agente transcricional, sabe-se que ele exerce um papel importante na inducao
de genes envolvidos na formacéo das sinapses. Além disso, camundongos knockout para ND2
apresentam anormalidades no neurodesenvolvimento e sobrevida curta (Lin, Hansen et al. 2005,
Ince-Dunn, Hall et al. 2006). N&o ha relatos na literatura que demonstre sua relacdo com a DH
ou a sinalizacdo do mGIuR5, mas ja foi evidenciado que o ND2 estimula a expressdo da
sinaptotagmina (Messmer, Shen et al. 2012).

Um fato relevante em nossos resultados é que apesar do knockouteamento do mGIuR5
estar presente desde a concepg¢édo dos camundongos, diferencas na expressao dos diversos genes
analisados s6 foram evidenciados aos 12 meses de idade, com algumas exce¢des na regido do
hipocampo. E possivel que se trate de um efeito adaptivo, através do qual outros receptores que
também sdo capazes de modular a expressdo/ativacao dos fatores de transcricdo analisados
sejam capazes de compensar a auséncia do mGIuR5. Esses mecanismos podem ter sido efetivos
até uma determinada idade, mas podem ter se tornado insuficientes com o avancar da idade.
Um exemplo de mecanismo de adaptacdo € o que envolve a sintaxina. A sintaxina é uma

proteina alvo da sinalizacdo do CREB (Guo, Senzel et al. 2010). Este, por sua vez, € ativado
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por varias quinases como CaMK Il e 1V, PKA, PKC, AKT (Gonzalez and Montminy 1989, de
Groot, den Hertog et al. 1993, Ginty, Bonni et al. 1994, Deak, Clifton et al. 1998, Du and
Montminy 1998), dentre outras, as quais podem ser ativadas ndo sé através da sinalizacéo
mediada pelo mGIuR5, mas também através da ativacao de outros receptores, como o receptor
de NMDA e TrK (Ghosh, Ginty et al. 1994, Pizzorusso, Ratto et al. 2000, Kawasaki, Kohno et
al. 2004). Logo, a ativacdo de CREB por esses receptores poderia induzir a expressdo da
sintaxina em idades mais precoces, compensando a auséncia do mGIuR5. Entretanto, o
envelhecimento dos animais pode ter comprometido essa sinalizacdo compensatdria, ja que o
avanco da idade prejudica a regulacdo de varios sistemas (Lau, Bengtson et al. 2015, Scheibye-
Knudsen 2016). Por exemplo, dados publicados por nosso grupo indicam que a sinalizagao do
MGIURS e a producdo do segundo mensageiro IP3 é reduzida com o avancar da idade do
camundongo, sendo que camundongos de 12 meses de idade apresentam uma reducdo
significativa da formacédo de IP3 via mGIuR5 (Ribeiro, Paquet et al. 2010). Assim como 0
mGIuRS5, outros receptores também apresentam uma sinalizacdo celular reduzida devido ao
envelhecimento. Um exemplo disso € o receptor de insulina (Haas, Kalinine et al. 2016). Isso
explicaria o fato de que apenas aos 12 meses de idade o efeito cumulativo da falta do mGIuR5
foi passivel de ser quantificado nos camundongos. Quanto aos animais que expressam a mhtt,
o efeito tardio justica-se pela progressdo da doenca, cujos efeitos sdo robustamente
desencadeados e identificados em idades mais avancadas no modelo murino BACHD. Por
exemplo, a atrofia cerebral, a perda neuronal e o acimulo de agregados da proteina mhtt sao
evidenciados nos camundongos BACHD apenas aos 12 meses de idade (Gray, Shirasaki et al.
2008, Doria, de Souza et al. 2015).

Como ja foi relatado, os genes analisados neste trabalho estdo relacionados a
plasticidade sinaptica. A capacidade das sinapses de se adaptarem de forma distinta aos
estimulos recebidos favorece a formagdo da memoria e da aprendizagem (Benke, Luthi et al.
1998, Carroll, Beattie et al. 2001, Lisman, Schulman et al. 2002, Yamazaki, Fujii et al. 2002).
Varios estudos demonstram que a expressdo génica e essencial para a formacado da memoria,
especialmente a memoria de longo prazo (Park, Gong et al. 2006, Chen, Rahman et al. 2016).
Em nossos resultados vimos que a mhtt e o knockout do mGIuRS5 reduziram a ativagdo de CREB
e a expressdao de seus alvos, como BDNF, sintaxina e ARC, o que poderia facilitar o
desenvolvimento de um déficit de memoria nesses animais. Em contrapartida, vimos que o
knockout do mGIuRS5 reduz a expressédo de REST e aumenta a de seus alvos, como SNAP25,
GIuR2 e sinapsina. Dessa forma, o knockout do mGIuR5 poderia melhorar a plasticidade

sinaptica via REST por reprimir a sua expressdo e induzir a de seus alvos, 0s quais s&o
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importantes para a plasticidade sinéptica. Entretanto, experimentos comportamentais de
memoria realizados com os camundongos WT, BACHD, mGIuR5" e BACHD/mGIuR5™"
indicaram que tanto o knockout do mGIuR5 quanto a expressao da mhtt promovem um prejuizo
da memédria, sendo que os camundongos BACHD/mGIuR5”- apresentaram o pior desempenho
(dados ndo mostrados). Esses dados sugerem que a diminuicdo da expressdo dos genes alvos
do CREB apresentam um efeito mais preponderante sobre o comportamento de memoria dos
animais do que o aumento da expressdo dos genes alvos de REST. E possivel que os niveis
fisioldgicos de expressdo dos genes alvo de REST ja sejam suficientes para a plasticidade
sinaptica e um aumento da expressdo desses ndo acarretaria em uma melhora de meméria. Além
disso, estudos recentes mostraram um papel neuroprotetor do REST (Lu, Aron et al. 2014).
Esse estudo mostrou ainda que niveis elevados da expressdao de REST estdo associados a
preservacdo da funcéo cognitiva e aumento da longevidade. Esse efeito seria uma consequéncia
da repressao de genes que promovem a morte celular e o avanco da Doenca de Alzheimer (Lu,
Aron et al. 2014). De fato, o REST possui como alvo genes com fungdo apoptdtica, como o
citocromo C, TRADD (proteina com dominio associado ao receptor do fator de necrose tumoral
do tipo 1) e FAS, que, ao serem reprimidos, preservam a sobrevida celular (Lu, Aron et al.
2014). Como esses genes ndo foram analisados em nosso trabalho, mais estudos seréo
necessarios para elucidarmos de forma ampla a funcdo de REST nos animais knockout para o
MGIuRS.

Os nossos resultados mostram que tanto 0 mGIuR5 quanto a mhtt modulam a expressao
génica. Entretanto, o efeito desse receptor parece sobrepor ao da proteina mutada no que diz
respeito a regulacdo da transcricdo génica via REST. Isso pode ser evidenciado observando-se
os resultados obtidos a partir dos animais BACHD/mGIUR5™, os quais seguem
majoritariamente o perfil de expressdo da linhagem mGIuR5”. Observamos assim que apesar
da mhtt acarretar uma reducdo na expressao dos alvos de REST, a auséncia do mGIuR5 age de
forma mais intensa na determinagcdo do fendtipo de expressdo, uma vez que a linhagem
BACHD/MGIuR5™ apresenta um aumento da expressdo dos seus genes alvos, mesmo na
presenca da mhtt. Esse fato permite inferir que em um contexto apresentando a expressao de
ambos, a sinalizacdo mediada pelo mGIuRS5 torna-se dominante sob os efeitos desencadeados
pela mhtt sobre a expressdo génica. Um exemplo que corrobora essas evidéncias advem do
aumento da expressdo do BDNF em camundongos BACHD tratados com um modulador
alostérico positivo do mGIuR5, o CDPPB (Doria, de Souza et al. 2015). Logo, nossos dados
fortalecem a importancia do estudo desse receptor como um possivel alvo terapéutico para a
DH.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A transcricdo génica tem uma funcdo preponderante sobre os processos de plasticidade
sinaptica e memoria (Freund, Graw et al. 2016, Li, Papale et al. 2016). Através dos nossos
resultados, percebemos a grande influéncia do mGIuR5 e da mhtt na expressdo de genes
essenciais para a plasticidade sinaptica (tabela 4). Ademais, ressalta-se o papel dominante do
mGIuR5 frente a indugdo da transcri¢cdo dos varios genes analisados nos animais BACHD/
mGIuR5™.

Tabela 4: Analises de expressdo génica e ativacdo de proteinas em camundongos com 12
meses de idade, comparado a camundongos selvagens (WT)

SNAP25 | Sinapsina |Sinaptotagmina

BACHD n3o alterado

ndo alterado

mGIuR5™" ‘ n3o alterado

BACHD/mMGIuUR5™" ‘ n3o alterado

CREB ARC Sintaxina BDNF

BACHD ndo alterado n3do alterado
mGIuR5™
BACHD/mGIuRS5™

BACHD ndo alterado | n3o alterado
mGIuR5™
BACHD/mGIuRS 7

nao alterado

nao alterado

| lalvosdeResTe cres

Esse trabalho demonstra a influéncia marcante do mGIuR5 e da mhtt na sinalizagéo do
fator de transcricdo CREB. Além disso, nossos dados também evidenciam a importancia do
MGIURS5 na expressao do repressor génico REST, cuja relacdo com o mGIuR5 ainda ndo havia
sido relatada em nenhum estudo anterior. Logo, experimentos futuros serdo necessarios para

elucidar 0s mecanismos subjacentes as alteracbes observadas nos camundongos
BACHD/mMGIUR5™.
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9. ANEXOS

9.1 - Anexo 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAOQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Investigagao do papel do receptor metabotropico de glutamato tipo 5 (mGIuR5)
na doenga de Huntington", protocolo do CEUA: 234/2016 sob a responsabilidade de Fabiola Mara Ribeiro que
envolve a produgdo, manutengéo e/ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de
8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reuniao de 20/09/2016.

Vigéncia do Projeto

25/09/2016 a 01/09/2020

*Espécie/linhagem

Camundongo transgénico?

N? de animais

68

Peso/ldade 30g / 3(meses)
Sexo feminino
Origem The Jackson Laboratory

*Espécie/linhagem

Camundongo Knockout8

N® de animais

34

Peso/ldade 309 / 3(meses)
Sexo masculino
Origem The Jackson Laboratory

*Espécie/linhagem

Camundongo transgénico9

N de animais

85

Peso/ldade 309/ 3(meses)
Sexo feminino
Origem Bioterio F2

*Espécie/linhagem

Camundongo transgénico10

N® de animais

85

Peso/ldade 309/ 3(meses)
Sexo masculino
Origem Bioterio F2

*Espécie/linhagem

Camundongo transgénicot 1

N? de animais

13

Peso/ldade 30g / 2(meses)
Sexo masculino
Origem Bioterio F2

*Espécie/linhagem

Camundongo transgénico12

N? de animais

12

Peso/ldade

30g / 2(meses)

Sexo

feminino
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Origem Bioterio F2
*Espécie/linhagem Camundongo transgénico13
N¢ de animais 13
Peso/ldade 30g / 2(meses)
Sexo masculino
Origem Bioterio F2
*Espécie/linhagem Camundongo transgénico14
N¢ de animais 12
Peso/ldade 309/ 2(meses)
Sexo feminino
Origem Bioterio F2
*Espécie/linhagem Camundongo transgénico15
N¢ de animais 13
Peso/ldade 30g / 2(meses)
Sexo masculino
Origem Bioterio F2
*Espécie/linhagem Camundongo transgénico16
N¢ de animais 12
Peso/ldade 309/ 2(meses)
Sexo feminino
Origem Bioterio F2
*Espécie/linhagem Camundongo transgénicol17
N¢ de animais 13
Peso/ldade 30g / 2(meses)
Sexo masculino
Origem Bioterio F2
*Espécie/linhagem Camundongo transgénico18
N¢ de animais 12
Peso/ldade 309/ 2(meses)
Sexo feminino
Origem Bioterio F2

Consideracdes posteriores:

20/09/2016 Protocolo Aprovado com Recomendagao na reuniao do
dia 19/09/2016. Ressalta-se que a mesma respondeu
ao questionamento 3, informando que "Nés nao
solicitamos 13 machos e 12 fémeas para cada idade.
Nos solicitamos 13 machos no total (para cada grupo),
0s quais serao submetidos a testes comportamentais
dos 2 aos 12 meses e eutanasiados aos 12 meses para
a realizacgao dos testes bioquimicos e moleculares. E
solicitamos um total de 12 fémeas (para cada grupo),
sendo que 6 serdo utilizadas aos 2 meses de idade e 6
serao utilizadas aos 6 meses de idade para os testes
moleculares e bioquimicos.". Entretanto, ao se verificar
o que foi solicitado no item 3 do Formulario Eletrénico —
Grupos de Animais — cédigos 0012, 0014 e 0016, foram
solicitadas apenas fémeas com 2 meses de idade e ndo
fémeas com 2 e 6 meses de idade, como a
pesquisadora afirmou na resposta da diligéncia.
Portanto, pede-se maior cuidado em relagao a clareza
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dos grupos experimentais, bem como da correta
definigdo do nimero de animais por grupo experimental
em solicitagoes futuras, a fim de facilitar a compreensao
do desenho experimental pelo avaliador, evitando
diligéncias. Segundo a utilizagao do principio dos 3 R's
(redugao do nimero de animais, substituicdo de
técnicas e refinamento), recomendadas
internacionalmente na pesquisa com uso de animais,
adicionalmente, sugere-se a possibilidade de
manutencao das fémeas que nao engravidarem e dos
filhotes adicionais que nascerao do acasalamento entre
os animais da prole 2 na coldnia, caso possivel, para
evitar eutanasia de maior nimero de animais e haver
disponibilidade de animais para outros trabalhos.
Solicitamos a pesquisadora responsavel, envio do
relatério final da pesquisa para a CEUA-UFMG,
informando o nimero real de animais utilizados e
também o destino de todos os animais utilizados
(incluindo fémeas que nao engravidarem e filhotes
adicionais que nascerao do acasalamento entre os
animais da prole 2).

Belo Horizonte, 06/10/2016.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais

Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 22 Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil

Telefone: (31) 3409-4516

www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpg.ufmg.br
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