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RESUMO

O sistema noradrenérgico tem uma ampla gama de efeitos em diferentes sistemas fisiologicos e
os efeitos no musculo esquelético ocorrem principalmente por meio da ativacdo de receptores da
familia . Os receptores P2 sdo os mais abundantes e sua ativacdo promove diversas vias de
sinaliza¢do que resultam em processos anabodlicos e hipertrofia. O uso de agonistas-f2 no musculo
esquelético tem sido considerado uma droga potencial para o tratamento de patologias que podem
gerar atrofia muscular. Entretanto, seus efeitos na juncdo neuromuscular e nas sinapses colinérgicas
ainda sdo pouco explorados. Assim, o objetivo deste trabalho ¢ avaliar os efeitos pré-sindpticos do
farmaco agonista-f> especifico fumarato de formoterol na transmissao sindptica neuromuscular em
preparagdes ex-vivo de diafragma de camundongos.

Para este estudo, foi isolado o musculo diafragma e nervo frénico de camundongos C57 machos
e femeas com 3 meses de idade. A exocitose de vesiculas sinapticas nas jun¢des neuromusculares foi
visualizada e monitorada através do uso da sonda fluorescente FM1-43. Estas preparagdes, apds o
protocolo de marcagao com FM1-43, foram incubadas com fumarato de formoterol em concentragdes
crescentes (0,01, 0,1, 0,25, 1, 10 e 50 uM) com o objetivo de construir uma curva dose-resposta.
Nossos resultados mostram que o formoterol induz a exocitose de vesiculas sindpticas nas jungdes
neuromusculares diafragmaticas, tanto em machos quanto em fémeas. Este agonista apresenta efeito
consideravel ja na concentrag¢do de 0,1 uM, com queda de fluorescéncia de aproximadamente 40%
nos machos. A taxa de exocitose vesicular ¢ diretamente proporcional ao aumento da concentracao
da droga nos machos. As fémeas se mostraram menos sensiveis aos efeitos do formoterol, ja que
todas as concentragdes testadas superiores a 0,01 uM tiveram o mesmo efeito. Esses resultados
sugerem que o formoterol ¢ capaz de evocar a exocitose de vesiculas sindpticas nas jungdes
neuromusculares.

Para investigar os mecanismos de agdo pelos quais a droga induz a exocitose de vesiculas,
avaliamos os efeitos do formoterol associado ao KCI, um composto indutor de exocitose
independente de sodio. Observamos um efeito aditivo do KCl e do formoterol, visto que a taxa de
decaimento do sinal fluorescente aumentou com o aumento da concentracao de formoterol. Com base
nisso, levantamos a hipdtese de que o formoterol e o KCl induzem a exocitose por mecanismos
diferentes. Este estudo demonstra que o formoterol tem agdes pré-sindpticas e € capaz de aumentar
tanto a exocitose espontanea quanto a evocada. Os resultados obtidos podem abrir caminhos para
possiveis estudos futuros que irdo elucidar os mecanismos de acdo dos B> agonistas no musculo
esquelético e consolidar esta classe de farmacos como estratégia terapéutica para o tratamento de
miastenias e diversas outras patologias neuromusculares.

Palavras-chave: Biologia Celular; Transmissao Sinaptica; Jun¢do Neuromuscular.; Formoterol.



ABSTRACT

The noradrenergic system has a wide range of effects in different physiological systems and the
effects on skeletal muscle mainly occur via the activation of B-family receptors. In the skeletal muscle,
the B2 receptors are the most abundant and their activation promotes several signaling pathways that
result in anabolic processes and hypertrophy. The use of B2-adrenergic agonists in skeletal muscle has
been considered a potential drug for treatment of pathologies that can generate muscle atrophy.
Meanwhile, its effect on the neuromuscular junction and on the cholinergic synapses are still poorly
explored. Thus, the objective of this work is to evaluate the presynaptic effects of the specific -
agonist drug formoterol fumarate on neuromuscular synaptic transmission in mice diaphragm ex-vivo
preparations.

For this study, the diaphragm muscles associated with the phrenic nerve from three-month-old
male and female C57 mice were isolated. Synaptic vesicles exocytosis at the neuromuscular pre-
synaptic terminals was visualized and monitored with the use of the vital dye FM1-43 and
fluorescence microscopy. After stained preparations were incubated with formoterol fumarate at
increasing concentrations (0.01, 0.1, 0.25, 1, 10 e 50 uM) in order to build a dose-response curve.
Our results show that formoterol evokes exocytosis of synaptic vesicles in the diaphragmatic
neuromuscular junctions in both male and female animals. Formoterol presented a considerable effect
in the concentration of 0.1 uM, with a fluorescence decay of approximately 40% in males. The rate
of decay of the fluorescent signal which reflects exocytic activity is directly proportional to the
increase of the drug concentration in males. Females appear to be less sensitive to the effects of
formoterol since in all concentrations the effect observed was similar. These results suggest that
formoterol evokes the exocytosis of synaptic vesicles at neuromuscular junctions.

To go deeper into the mechanisms by which formoterol can evoke synaptic vesicles exocytosis,
we co-stimulated the preparations with formoterol plus KCl, a sodium-independent exocytosis-
inducing compound. We observed an additive effect of KCIl and formoterol, given that the rate of
decay of the fluorescent signal increased as the concentration of formoterol increased. Therefore, we
hypothesized that formoterol and KCI induced exocytosis through different mechanism. This study
demonstrates that formoterol has presynaptic actions and increases both spontaneous and evoked
exocytosis. The results obtained may pave the way for future studies that will elucidate the
mechanisms of action of P> agonists in skeletal muscle and consolidate this class of drugs as a

therapeutic strategy for the treatment of myasthenia and several other neuromuscular pathologies.

Keywords: Cell Biology; Synaptic Transmission; Neuromuscular Junction.; Formoterol.
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1. INTRODUCAO

1.1 A Juncao Neuromuscular

As sinapses sdo contatos especializados entre duas células nos quais neuronios transduzem
sinais especificos a uma célula alvo de maneira profundamente regulada. Essa transducao de sinal
pode acontecer através de uma sinapse quimica ou de uma sinapse elétrica (ZHAI & BELLEN, 2004).
As sinapses elétricas s3o uma forma mais simples e rapida de comunicacdo que acontece em regides
especializadas dos neur6énios que permitem a passagem intracelular de ions carregando correntes
elétricas, chamadas gap junctions (BENNET, 1977). Estas junc¢des celulares representam agrupados
de canais intercelulares formados por proteinas chamadas conexinas (GOODENOUGH AND PAUL,
2009). A transmissdo elétrica ¢ uma forma de comunicagdo altamente dinamica ja que seu estado
funcional estd em constante influéncia de varios processos regulatorios (PEREDA et al., 2013;
O’BRIEN, 2014).

Em mamiferos, as sinapses quimicas sao a forma de comunicagdo nervosa mais abundante. A
transducdo do sinal é alcangada através da conversdo do sinal elétrico em um sinal quimico que se
difunde entre as células. Essa conversdo de sinal acontece nas zonas ativas dos terminais pré-
sinapticos (ZHAI & BELLEN, 2004). O estimulo gerado chega ao neurdnio seguinte através de uma
corrente de fons que despolariza sua membrana plasmética causando a abertura de canais para Ca*"
sensiveis a voltagem. O influxo de céalcio provoca um rapido acimulo intracelular deste ion, e
consequente, liberacao do neurotransmissor na fenda sinaptica, o qual se liga a seu receptor especifico
no terminal pds-sinaptico (PARNAS & PARNAS, 2006).

Um tipo especializado de sinapse quimica € a jun¢do neuromuscular (JNM) que € responsavel
pela comunicag@o entre o sistema nervoso e o sistema musculoesquelético. A JNM de mamiferos
(FIGURA 1) ¢ um dos principais modelos de estudo usados para elucidar os processos neuroquimicos
e neurofisiologicos que compreendem uma sinapse quimica, dada a sua simplicidade, seu tamanho e
sua facil acessibilidade (KUMMER et al., 2005). Estas estruturas sdo assimétricas sendo formadas
por um terminal pré-sindptico preenchido por vesiculas sindpticas (de aproximadamente 50 nm de
diametro) contendo acetilcolina (ACh), uma fenda sindptica e o aparato pos-sinaptico na célula
muscular. A regido da membrana plasmatica pré-sindptica onde as vesiculas ancoram, fusionam-se
com a membrana, e liberam seus neurotransmissores ¢ denominada zona ativa. Na regido pos-
sinaptica encontram-se aglomerados de receptores para ACh e canais idnicos (GARNER et al., 2000).

As fibras motoras, em suas regides especializadas do aparato pos-sinaptico, incluem dobras



18

juncionais por onde se espalham os receptores nicotinicos para ACh. As cristas das dobras juncionais
estdo precisamente alinhadas com as zonas ativas pré-sinapticas (HALL AND SANES, 1993). Além
desta comunicagdo nervo-musculo, as células de Schwann também s3o especializadas nas JNM.
Enquanto nas regides pré-terminais as cé€lulas de Schwann formam a mielina, nos terminais estas
células recobrem os terminais nervosos de modo a protege-los de impulsos quimicos e mecanicos,
além de participar de processos de remodelagdo axonal (REYNOLDS AND WOOLF, 1992). As
células de Schwann terminais também possuem um transiente de célcio em resposta aos potenciais
de acdo axonais (JAHROMI et al., 1992; REIST AND SMITH, 1992), além de serem capaz de
sintetizar e secretar ACh em caso de denervagdo (BIRKS et al., 1960).

As JNM de camundongos possuem um aspecto circunscrito e arborizado (FIGURA 1A e
FIGURA 1C). Gragas ao advento da microscopia eletronica de transmissdo, podemos observar no
plano ultraestrutural um terminal pré-sinaptico contendo muitas vesiculas sinapticas (essas
preenchidas por ACh) e mitocondrias, uma fenda sinaptica, e a membrada pos-sindptica da fibra
muscular, apresentando dobras juncionais com cristas cobertas por receptores nicotinicos para ACh
(FIGURA 1B).

Toda estrutura formadora das JNM garante uma comunicagdo precisa e coordenada entre as
terminacdes nervosas de neurdnios motores e as cé€lulas do musculo esquelético, além de ser um
eficaz modelo de estudo para o ciclo de vesiculas sinapticas e de fonte para possiveis estratégias

farmacologicas que atuam nestes processos.
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Figura 1- Junc¢ées neuromusculares de camundongo.

(A) Imagem de microscopia de fluorescéncia de uma juncdo neuromuscular de camundongo
marcada com a sonda fluorescente FM1-43 (Kivia B. S. Santos). E possivel observar o axdnio
mielinizado se ligando ao terminal pré-sinaptico da placa motora (seta) e o terminal pré-sinaptico de
aspecto arborizado (asteriscos). (B) Micrografia eletronica de transmissdo de uma jungdo
neuromuscular de camundongo (Hermann A. Rodrigues). O componente pré-sinaptico apresenta
diversas vesiculas sinapticas e mitocondrias. O componente pos-sinaptico ¢ a célula muscular que
apresenta dobras juncionais. Os componentes pré e pos-sinapticos sdo separados por uma fenda
sinaptica (Barra de escala: 1 pum). (C) Micrografia eletronica de varredura de uma jungdo
neuromuscular de camundongo. O axdnio motor (cabeca de seta) se dispde de forma circular ao redor
de uma fibra muscular estriada esquelética e se liga a ela formando placas motoras (setas)

(TORREJAIS et al., 2002) (Barra de escala: 10 um).
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1.2 A sinapse e o ciclo de vesiculas sinapticas

A comunicagdo quimica que acontece nas células nervosas depende da disponibilidade de
vesiculas sindpticas preenchidas por neurotransmissores e prontas para serem liberadas. No sistema
nervoso central (SNC), apesar de um terminal sinaptico tipico possuir na ordem de ~10? vesiculas
por zona ativa, a atividade neuronal frequentemente necessita de um potencial de agdo forte e
sustentado na faixa de 10-100 Hz (SCHEWEIZER & RYAN, 2006).

Para suportar as altas taxas de liberacao que acontece nos neurdnios do sistema nervoso central
e periférico, as sinapses necessitam de um constante abastecimento de vesiculas sinapticas
preenchidas. Esse abastecimento ¢ mantido primariamente através da endocitose compensatoria de
membrana, triagem de carga e recarga rapida das vesiculas recém-formadas com o neurotransmissor.
Este processo de reconstituicdo das vesiculas sindpticas apos a fusdo ¢ chamado de reciclagem de
vesiculas (CHANADAY et al., 2019). Dessa forma, o ciclo de vesiculas sinapticas ¢ composto por
dois grandes eventos: exocitose e a endocitose compensatoria.

Durante um estimulo prolongado, a secre¢do de neurotransmissor se inicia através da entrada
dependente de despolarizacdo do ion calcio (Ca**) no terminal do neurdnio (HEUSER, 1989). As
proteinas do terminal pré-sindptico que atuam como sensores dos niveis intracelulares de Ca** sdo as
denominadas sinaptotagmina 1 € 2 em conjunto com uma proteina auxiliar chamada complexina
(SUDHOF, 2014). Sinaptotagminas s3o proteinas sinapticas secretorias que possuem uma Unica
regido N-terminal transmembrana e dois dominios de ligacdo a Ca** C-terminal (PERIN et al., 1990).
A exocitose de vesiculas sinapticas compartilha muitos principios basicos e proteinas homologas com
outros eventos de fusdo de membrana nas cé€lulas secretoras. Os principais agentes de todos os
eventos de fusdo de membrana sdo a superfamilia de proteinas denominadas soluble NSF attachment
receptors (SNARESs), caracterizada por um dominio a-helicoidal de ~60 aminoacidos (ROTHMAN,
1994; JHAN & SUDHOF, 1999). Estas proteinas foram caracterizadas como v-SNAREs e t-SNAREs
baseado na sua localizagao na vesicula ou membrana da célula alvo, respectivamente, que participam
das fases de ancoragem e fusdo das vesiculas (FIGURA 2) (ROTHMAN, 1994). A exocitose de
vesiculas sinapticas requer trés SNAREs neuronais: a proteina de membrana associada a vesicula
VAMP2, também chamada de sinaptobrevinina, a sintaxina 1, e a proteina de 25 kDa associada ao
sinaptossoma, SNAP-25 (LI & CHIN, 2003). VAMP2 ¢ uma proteina integral de membrana de
vesiculas sindpticas (TRIMBLE, COWAN & SCHELLER, 1988). Sintaxina 1 ¢ uma proteina da
membrana plasmatica neuronal que atua como ligante da sinaptotagmina e dos canais para calcio do

tipo N (BENNETT, CALAKOS & SCHELLER, 1992). VAMP?2 ¢ a sintaxina contém, cada uma, um
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unico motivo SNARE adjacente ao dominio transmembrana carboxiterminal, enquanto SNAP-25
contém dois motivos SNARE conectados por uma regido de residuo de cisteina palmitoilado
(WEIMBS, 1997). Esses quatro motivos SNARE presentes nessas trés proteinas se posicionam
formando um feixe helicoidal paralelo de quatro fitas para formar um complexo ternario
extremamente estavel chamado complexo SNARE (FIGURA 3A, FIGURA 3B e FIGURA 3C)
(SOLLNER et al., 1993; SUTTON, JAHN & BRUNGER, 1998). Assim, as proteinas SNARE
catalisam a fusdo da vesicula sinaptica através da formag¢ao do complexo que conecta a membrana
da vesicula ‘a membrana do terminal (FIGURA 3D e FIGURA 3E). Além das proteinas SNARE, a
exocitose sindptica acontece gracgas a participacdo das proteinas Secl/Muncl8 (SM) que parecem
atuar na organizacio dos complexos SNARE espaco-temporalmente (SUDHOF & ROTHMAN,
2009). Dessa forma, seis proteinas formam o cerne da maquinaria de exocitose dependente de Ca**:
trés proteinas SNARE (VAMP2, sintaxina 1 e SNAP2S5), a sinaptotagmina, uma proteina SM

(Muncl18) e a complexina.
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Figura 2- Exocitose de vesiculas sinapticas.

O estimulo chega ao neurdnio pré-sinaptico através do influxo de sodio (Na® no terminal que gera
uma mudanga no potencial de membrana da célula, tornando-o menos negativo e tendendo a valores
mais positivos. Essa mudanca de potencial abre os canais idnico para e Ca®* sensiveis a voltagem e
posteriormente o para potassio (K¥). O influxo de K tem como objetivo o reestabelecimento do
potencial de repouso da membrana e o influxo de Ca®" ¢é responsdvel por desencadear as cascata de
sinalizagdo celular responsavel pelos processos de exocitose de vesiculas sindpticas. A exocitose ¢
um processo dependente de diversas proteinas incluindo as proteinas SNARE. Apos a ancoragem das
vesiculas, fusdo e liberagdo dos neurotransmissores na fenda sindptica, por¢des de membranas sao
endocitadas para a formacdo de novas vesiculas funcionais prontas para serem repreenchidas com
neurotransmissores ¢ liberadas novamente. (Modificado de JAHN, R., FASSHAUER, D. Molecular
machines governing exocytosis of synaptic vesicles. Nature 490, 201-207 (2012).
https://doi.org/10.1038/nature11320)
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Figura 3- Modelo das principais etapas da exocitose de vesiculas sinapticas.

As vesiculas sinapticas sdo ancoradas na zona ativa do terminal pré-sindptico apos a despolarizagao
da membrana e influxo de Ca®". (A) A estrutura de uma vesicula pronta para ser liberada com todas
as proteinas envolvidas no processo de exocitose. (B) Ancoragem da vesicula através da formacao
do complexo SNARE catalisada pela proteina Munc18. (C) As vesiculas terminam seu processo de
ancoragem com a organizagdo do complexo SNARE pela ligagcdo com as conexinas. (D) Este estagio
é sensivel ao fon Ca?" gerando a abertura de um poro de fusdo. (E) A fusdo completa acontece e o
neurotransmissor € liberado na fenda sinaptica. (Modificado de PANG & SUDHOF. Cell biology of
Ca**-triggered exocytosis. Current Opinion in Cell Biology, Volume 22, Issue 4, August 2010, Pages
496-505.)
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ApoOs o processo de exocitose € consequente liberacdo de neurotransmissor na fenda sinaptica,
os componentes das vesiculas sindpticas sdo recuperados da membrana plasmatica do terminal
através de endocitose e sdo transformados novamente em uma vesicula sindptica funcional
(RIZZOLI, 2014). A taxa de endocitose ¢ um fator limitante para a exocitose em sinapses muito
estimuladas. A endocitose e reciclagem de vesiculas acontece através de trés vias: (a) endocitose
mediada pela formagao da cobertura de clatrina (FIGURA 4A) - o primeiro passo do brotamento da
vesicula ¢ a formagdo de uma invaginacdo na membrana plasmatica do terminal. As clatrinas sdo
proteinas de cobertura que sdo recrutadas para o sitio de invaginagdo da membrana e sao responsaveis
pela estabilizag@o da curvatura e deslocamento para a borda da vesicula em formagdo (SORKINA et
al., 1996). A cobertura de clatrina ¢ composta por estruturas contendo trés cadeias pesadas e trés
cadeias leves da molécula de clatrina, denominada “triskelia” (Heuser and Reese, 1973; RIZZOLI,
2014). (b) Endocitose do modelo kiss-and-run (FIGURA 4B) - este ¢ um caso especial de fusdo de
vesiculas sinapticas, no qual a vesicula fusiona-se de forma incompleta e transiente com a membrana
plasmatica, formando apenas um poro de fusdo temporario para liberagdo do neurotransmissor. Neste
modelo de liberacao de neurotransmissor, ha pouca alteragdo da estrutura da vesicula em si e ela pode
rapidamente ser reciclada e repreenchida no proprio sitio do poro de fusdo (CECARELLI B. 1973,
FESCE et al., 1994; ALABI & TSIEN, 2013). (c) endocitose via grande invaginacdo de membrana
e formagdo de cisterna (FIGURA 4C) - essa via ndo recupera de forma seletiva as proteinas de
vesiculas sindpticas, mas serve como uma resposta emergencial para prevenir o colapso da arquitetura
pré-sindptica e o bloqueio da neurotransmissdo (Richards et al 2000; NICHOLSON-FISH et al.,
2015). Esse modelo de endocitose ¢ ativado apenas em situacdes de intensa atividade neuronal. Nele
sao gerados endossomos diretamente da membrana plasmatica e desses endossomos brotam as
vesiculas sinapticas (KOKOTOS & COUSIN, 2015).

Apo6s a endocitose, as vesiculas sinapticas recém-formadas devem ser repreenchidas com
neurotransmissor para estarem preparadas novamente para sofrer exocitose. Independentemente do
modelo de endocitose, cada vesicula deve ser recarregada rapidamente (RIVEROS et al., 1986). Os
principais componentes responsaveis pelo preenchimento das vesiculas sdo H™-ATPase (vATPase) e
os transportadores vesiculares de neurotransmissores. A vATPase ¢ um complexo multiprotéico que
consiste em um dominio integral Vo, que transloca protons através da membrana, e um dominio Vi

periférico responsavel pela hidrolise de ATP (STEVENS & FORGAC, 1997; TOEI et al., 2010).
Os transportadores vesiculares determinam o conteudo de

neurotransmissor. Estes dois grupos de proteinas medeiam dois
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processos distintos: a vATPase gera um gradiente eletroquimico (Apu:)
através da membrana ao bombear protons para o limen da vesicula; ja os transportadores usam deste
gradiente para langar moléculas de neurotransmissor dentro das vesiculas sinapticas (BLAKELY &
EDWARDS, 2012).

Todo esse ciclo gera vesiculas heterogéneas e pools funcionais dentro do terminal pré-sinaptico.
As vesiculas sdo organizadas em quatro pools funcionais no terminal pré-sinaptico: o pool de
vesiculas prontas para serem liberadas (RRP), o pool de reciclagem, o pool de reserva e o pool de
repouso. As vesiculas ancoradas localizadas proximas a zona ativa constituem o RRP que estd
prontamente preparado para fusdo com a chegada do potencial de agio (HOLDERITH et al., 2012).
Para manter a liberagdo de neurotransmissores, 0 RRP deve se manter sempre estocado através do
reuso rapido das vesiculas ou através do recrutamento de novas vesiculas do pool de reserva apos
periodos prolongados de atividade. O pool de reciclagem ¢ formado por todas as vesiculas que
participam da transmissao sinaptica dependente de atividade (RRP e uma fragao do pool de reserva)
(DENKER & RIZZOLI, 2010). As demais vesiculas sinapticas sdo chamadas de pool de repouso,
pois se mostram relutantes a mobilizagdo mesmo apos estimulo (CHANADAY & KAVALALIL
2018).

Todos esses passos acontecem nas JNM possibilitando a comunicag@o entre o sistema nervoso
e o sistema musculo esquelético. Apos a exocitose e a liberacdo de ACh na fenda sinaptica, ocorre a
ativacdo dos receptores nicotinicos do terminal pos-sindptico presente na membrana das fibras
musculares. A ativagdo dos receptores nicotinicos leva a abertura dos canais para sodio (Na®) e
potassio (K™), gerando a entrada do sodio e saida do potéssio. Essa troca iénica causa a despolarizagdo
da membrana do sarcolema e a liberagdo de Ca®" pelo reticulo sarcoplasmatico. Esse aumento de
Ca?" desencadeia os processos de contragdo muscular. Apds a ativagdo dos receptores, a ACh é
hidrolisada em colina e acetato pela agdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) presente na fenda
sindptica. A colina € reciclada para o interior do terminal pré-sinaptico através do seu transportador
especifico de membrana (CHT1) para ser usado novamente na sintese de ACh (BIRKS &

MACINTOSH, 1961; COLLIER AND KATZ, 1974).
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Figura 4- Trés modelos para endocitose de vesiculas sinapticas.

(A) Modelo representativo de endocitose mediada por cobertura de clatrina (painel a esquerda).
Modelo proposto por HEUSER & REESE no qual ocorre a fusdo completa das vesiculas sindpticas
a membrana da zona ativa do terminal pré-sindptico e posteriormente sao recicladas com o auxilio de
proteinas denominadas clatrina. Micrografia eletronica (painel a direita) demonstrando a presenga de
invaginagdes da membrana recobertas por capa de clatrina (setas) em terminagdo motora submetida
a estimulo elétrico. (B) Modelo representativo de kiss-and-run (painel a esquerda) proposto por
Ceccarelli no qual nao ha a fusdo completa da vesicula a membrana do terminal, mas apenas a
abertura de um poro de fusdo transitorio pelo qual o neurotransmissor ¢ liberado e a vesicula ¢
rapidamente reciclada no proprio sitio de liberagdo. Micrografia eletronica (painel a direita) de
terminagdo motora estimulada eletricamente em baixa frequéncia durante duas horas. Destaca-se
auséncia de vesiculas recobertas por clatrina e cisternas. (C) Modelo representativo de endocitose via
grandes invaginacdes de membrana e formacao de cisternas (painel a esquerda) no qual, sob
estimulos intensos, vesiculas recobertas por clatrina brotam de grande endossomos. Micrografia
eletronica (painel a direita) mostrando invagina¢des de membrana contendo FM1-43 fotoconvertido
(setas pretas) ou desprovidas do marcador (setas vazadas). (Modificado de TAKEI et al., 1996;
RICHARDS et al., 2000) (revisado por ROYLE & LAGNADO, 2003).
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1.3 Sistema adrenérgico e o musculo esquelético

Ja ¢é bem estabelecido o papel facilitador das catecolaminas, como a epinefrina e a
norepinefrina, na performance fisica através de mecanismos seguramente elucidados. O aumento da
frequéncia cardiaca e da contratilidade do miocardio, broncodilatagdo, regulacao eletrolitica e
redistribuicdo do fluxo sanguineo sdo alguns deles (ZOUHAL et al., 2008; HOSTRUP et al., 2014).
No musculo esquelético especificamente, sabe-se que o sistema nervoso simpatico ¢ capaz de
aumentar a contratilidade através de um efeito inotrdpico positivo que aumenta a potenciacao da
forca de pico, e um efeito lusitropico positivo, facilitando o relaxamento. Os efeitos das
catecolaminas liberadas pela medula adrenal ou pelos nervos simpdaticos variam em natureza e
magnitude de acordo com os tipos de fibras que compde o musculo, a espécie em questdo, a
concentracdo do agente, a condicdo do musculo, dentre outros (CAIRNS & BORRANI, 2015). A
adrenalina ¢ a noradrenalina atuam através da ativagdo de receptores de membrana acoplados a
proteina G (AHLQUIST, 1948). Existem adrenoceptores do tipo a, divididos nos subtipos a1 € a2, €
do tipo B, divididos nos subtipos B1, B2 € B3 (LANDS et al., 1967, GAUTHIER et al., 1996). Os
receptores do tipo § sao os mais abundantes nos musculos ¢ sua ativacao ¢ responsavel por todos os
efeitos do sistema adrenérgico no musculo esquelético descritos até agora.

Este trabalho trata especificamente do receptor P> devido a sua abundancia no musculo
esquelético e devido a sua intima relagdo com as JNMs. Ja foi mostrado que a inervacao simpatica
estad presente na maior parte das JNMs, através de marcacdo de imunofluorescéncia para tirosina
hidroxilase (enzima precursora de catecolamina), e que ha uma co-localizagdo entre os receptores
nicotinicos para acetilcolina e os receptores B2 do sistema adrenérgico (KHAN ez al., 2016). Isto gera
a pergunta: qual o papel desse receptor na transmissao colinérgica neuromuscular? Para comecarmos
nos aproximar da resposta, precisamos conhecer a fundo o receptor f», tanto em relagdo a sua

estrutura quanto a suas fungdes ja elucidadas.

1.3.1 O adrenoceptor B2

O B2 € um receptor adrenérgico acoplado a proteina G estimulatoria (Gs). Dessa forma, sua
estrutura consiste em uma cadeia polipeptidica unica de 400-500 residuos de aminoacidos composta
por regides amino- e carboxi-terminais formando sete dominios a-hélices transmembrana acoplados
a uma proteina ligada a molécula GTP (FIGURA 5) (DAAKA, LUTTRELLL & LEFKOWITZ,
1997; STROSBERG, 1993). O gene do adrenoceptor-f humano estd situado no brago longo do
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cromossomo 5 (FIGURA 6) (KOBILKA et al., 1987). As regidoes do adrenoceptor-B2 que sao
importantes para o acoplamento com seu ligante e sua ativag@o ja foram identificadas. O sitio ativo
deste receptor ¢ um residuo de aspartato 113 (contando a partir da regido N-terminal) localizado no
terceiro dominio; dois residuos de serina, 204 e 207, localizados no quinto dominio; e dois residuos
de fenilalanina, 259 e 290, localizados no sexto dominio (FIGURA 6) (STRADER, 1989). O ligante
se acopla nas hélices transmembranas em suas regioes hidrofobicas e se ancora gracas a interagdes
moleculares especificas. O aspartato se liga ao nitrogénio, enquanto os dois residuos de serina
interagem com grupos hidroxilas no anel fenélico da molécula f-agonista (STRADER, 1989). Assim,
a exposicdo aos agonistas 3 leva a uma répida ativagdo da proteina G estimulatdria e, como resultado,
da adenilato ciclase, com o consequente aumento dos niveis intracelulares de monofosfato ciclico de
adenosina - 3°,5” (cCAMP). A ativagdo da proteina G envolve a dissociacao entre suas subunidades o
e B-y. A atividade da adenilato ciclase ¢ aumentada gragas a uma acdo direta da subunidade a da
proteina G na unidade catalitica da adenilato ciclase (NORTHUP et al., 1983).

No musculo esquelético, quando os adrenoceptores-f32 presentes no sarcolema sao ativados, a
dissociacdo das subunidades da proteina Gs ativa a adenilato ciclase que converte ATP em cAMP.
Na presenca de adrenalina ou de agonistas 32, os niveis mioplasmaticos de cAMP aumentam de duas
a trés vezes em musculos de mamiferos (AL-JEBOORY & MARSHALL, 1978). Este segundo
mensageiro ¢ capaz de amplificar o sinal e ativa diversas proteinas quinases dependentes de cAMP
(PKA) que fosforilam proteinas alvo para alterar processos celulares (CAIRNS & BORRANI, 2015).
A PKA inativa ¢ um tetrdmero formado por subunidades regulatérias e cataliticas. Ao se ligar a
cAMP, suas subunidades regulatorias permitem a liberagdo de suas subunidades cataliticas, que se
tornam assim livres para catalisar a fosforilagao de residuos de serina e treonina em diversas proteinas
alvo (BRANDON, IDZERDA & MCKNIGHT, 1997). Diferentes isoformas de PKA estdo
localizadas em microdominios espaciais distintos, como proximo ao sarcolema, ao tibulo-t € ao
reticulo sarcoplasmaticos (RODER et. al., 2009). Essa compartimentalizagio é importante para o
controle dos processos desencadeados pela ativacao do adrenoceptor.

A ativacao de PKA desencadeia diversos processos intracelulares no musculo esquelético. A
adrenalina/agonistas B2 estimula a atividade do co-transportador Na"/K*/2Cl" (NKCC). A atividade
de NKCC influencia nas concentragdes idnicas e potencial de membrana fisiologicos de todas as
células musculares (WONG et al., 2001). Além disso, os adrenoceptores possuem outro efeito nos
niveis i0nicos intracelulares através da sua atua¢do na bomba de Na'/K". PKA ¢é capaz de fosforilar
um de seus componentes regulatorios aumentando a afinidade intracelular por Na*. O musculo

esquelético perde potéassio para o meio extracelular durante a contragdo muscular gragas a inabilidade
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da bomba de Na"/K" de neutralizar o fluxo i6nico através da membrana durante a propagacdo dos
potenciais de acdo. O aumento da concentragdo extracelular de potassio diminui a excitabilidade da
célula. A presenca da epinefrina ¢ capaz de potencializar a atividade da bomba de Na"/K" e, assim,
atenuar a fadiga muscular (CLAUSEN, 2003). O sistema adrenérgico também tem grandes impactos
nos niveis de Ca’" intracelular das fibras musculares através de diferentes mecanismos, sendo eles:
(1) facilitagdo do esvaziamento de Ca®" pelo reticulo sarcoplasmatico através da ativacdo da
fosfolambano, proteina associada 8 bomba de Ca*" do reticulo; (2) ativa¢do do canal de Ca®" presente
na cisterna terminal do reticulo sarcoplasmatico (RUDOLF et al., 2006); (3) ativacdo de canais de
Ca?" localizados nas membranas dos tibulos-t (DHPR) (GARCIA et al, 1990). Todos estes
processos que possuem influéncia no balango i6nico das fibras musculares culminam em uma maior
forca de contragdo e um efeito inotropico positivo (FIGURA 7).

Além das implicagdes nos niveis i0nicos intracelulares, a ativagdo do adrenoceptor B2 possui
efeitos diretos no metabolismo proteico das fibras musculares esqueléticas. Ja foi observado um
aumento da degradacdo proteica muscular causada por simpatectomia quimica induzida por
guanetidina, sendo este um indicio da importancia do tonus adrenérgico para o controle da protedlise
(NAVEGANTES et al., 1999). Existem diversos sistemas encarregados pela proteodlise nas células
musculares e por garantir o balanco adequado entre a sintese e a degradacdo de proteinas em uma
célula em homeostase. As proteinases dependentes de Ca?*, denominadas calpainas, juntamente com
seu inibidor especifico, a calpastatina, constituem um destes sistemas proteoliticos altamente
regulado (MURACHI, 1989; JOHNSON, 1990). BARDSLEY et al. (1991) mostram que a
administragdo de agonistas 2 gera um aumento da atividade da calpastatina. Isto nos indica que a
ativacio do sistema adrenérgico via receptor B2 é capaz de suprimir a protedlise dependente de Ca*".
Outro mecanismo proteolitico que desempenha um papel importante no musculo esquelético ¢ o
sistema ubiquitina/proteassoma. Neste, a ubiquitina € ativada e transferida a um substrato através de
uma cascata enzimatica, onde atua como um marcador. Assim que reconhecida pelo proteassoma, as
cadeias da ubiquitina sdo removidas e recicladas e o substrato ¢ clivado (BILODEAU, COYNE &
WING, 2016). YINLAMAI et al. (2005) demonstrou que a administra¢ao do clenbuterol, um farmaco
agonista especifico B2, foi capaz de reduzir os niveis de conjugados de ubiquitina no musculo
esquelético que passou por um protocolo de desgaste. Estes resultados foram corroborados por
GONCALVES et al. (2011), no qual, além do sistema ubiquitina-proteassoma, o clenbuterol inibe
um terceiro mecanismo proteolitico, a proteolise lisossomal. Neste ultimo sistema, um lisossoma ¢

formado, e em seu limem preenchido por enzimas proteases, acontece a quebra das proteinas. Estes
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dados mostram um claro papel do adrenoceptor B2 na protedlise total do musculo, tendo impactos em
diversos sistemas proteoliticos diferentes.

Além da inibicdo da degradagdo proteica, os efeitos anabolicos do B2 no musculo sdo também
devido a estimulacao da sintese proteica. GONCALVES et al. (2019) esclarece que a sinalizagao de
insulina/IGF-1, ativada via a administragdo de Formoterol, possui um papel crucial na regulacao da
proteostase no musculo esquelético. Uma unica injecdo deste agonista-f, altamente seletivo gerou
uma ativacdo de Akt e ERK1/2 que sd3o os maiores sinais anabdlicos intracelulares da cascata de
insulina/IGF1. Os efeitos da ativacao do B2 na sintese proteica foi dependente do estado alimentado
dos murinos testados, ja que ndo houve aumento no contexto em jejum. O efeito estimulatorio de Akt
via agonistas P2 ¢ mediado através do acoplamento direto do adrenoceptor a uma proteina Gs
(OHNUKI et al., 2014). A ativagao de Akt induz a ativacdo do alvo da rapamicina em mamiferos
(mTOR) e esta via estimula a traducdo e sintese proteica (BODINE ef al., 2001; ROMMEL et al.,
2001). Dessa forma, a estimulacdo do adrenoceptor 2 acoplado a proteina Gs aumenta a producao
de cAMP, ativa a adenilato ciclase e, por fim, aumenta a fosforilagdo da proteina de ligacdo ao
elemento de resposta cAMP (CREB). CREB esta envolvido na acao hipertréfica dos agonistas P2, ja
que animais mutantes CREB null apresentam defeitos miogénicos severos (CHEN et al., 2005). Esses
estudos mostram a importincia deste fator de transcricdo na regulagdo da expressdo génica no
musculo esquelético. Ja foi mostrado que CREB interage com a proteina determinadora de mioblasto
1 (MyoD) no promotor da folistatina promovendo sua expressao (LEZZI et al., 2004). A folistatina
¢ conhecida por induzir a hipertrofia muscular por atuar como um antagonista da miostatina
(GILSON et al., 2009). Além disso, o uso de agonistas 32 aumentou a expressao do receptor ativado
proliferador de peroxissomo- y (PPAR vy) co-ativador 1a (PGC-1a) 1 que também gera hipertrofia
(KOOPMAN et al., 2010; PEAREN et al., 2008). PGC-1al diminui a perda de massa muscular
através da interacdo com o fator de transcricdo de FoxO3, reduzindo a capacidade de FoxO3 de
transcrever os promotores das ubiquitina-ligases MAFbx/atrogin-1 e MuRF1 (BRAULT et al., 2010;
SANDRI et al., 2006). Os efeitos hipertroficos induzidos por formoterol também foram associados a
um crescimento especifico de determinados tipos de fibras, principalmente das fibras glicoliticas
rapidas do tipo IIB (Gongalves et al., 2019).

Diretamente associado a ativacdo do adrenoceptor B2, estd o processo autorregulatorio de
dessensibilizagdo que atua para evitar a superestimulagdo. A dessensibilizagdo ocorre através do
desacoplamento entre os receptores e a adenilato ciclase, da internalizagdo de receptores e da
fosforilagdo de receptores internalizados, através da B-adrenoceptor quinase (BARK) e receptores

acoplados a proteina G quinase (GRKs) (JOHNSON, 2001).
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Os efeitos dos adrenoceptores-B2 sdo ha muitos anos estudados nos mais diversos sistemas do
Nnosso Corpo e, mais recentemente, vemos importantes impactos no musculo esquelético. Ao longo
do tempo, foram elucidados alguns dos mecanismos da ativag¢ao dos receptores 32 no que diz respeito
ao mecanismo proteico mas ainda ha muito a descobrir sobre o possivel papel que esses receptores
desempenham na transmissao colinérgica muscular como um todo. Ainda ha muito a ser elucidado
sobre os efeitos da ativagao do B2 no terminal pré-sinaptico dos nervos motores levando em conta a

intima relacdo entre esses receptores ¢ as JNMs.
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Figura 5- Representacio esquematica do adrenoceptor- 2.
Esquema mostrando a estrutura basica do adrenoceptor-2 com suas sete o hélices transmembranares

acopladas a uma proteina G que possui as subunidades B/ y e a subunidade a.

Extracellular

Intracellular

Figura 6— Sequéncia de aminoacidos e topologia do adrenoceptor 2 em humanos.
Circulos pretos com letras brancas indicam residuos desordenados ndo incluidos no modelo. Letras
e circulos cinza indicam residuos nao incluidos na construcao do receptor usada para cristalografia.

As letras vermelhas indicam aminodacidos para os quais a densidade eletronica da cadeia lateral nao
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foi modelada. Residuos amarelos indicam aminoécidos implicados no acoplamento de ligantes em
estudos de mutagénese. Residuos laranja indicam a sequéncia DRY conservada. Os residuos verdes
formam o epitopo Fab5 e os residuos rosa sdo empacotados contra o dominio constante Fab5.
Pequenos circulos azuis indicam locais de glicosilag@o. As linhas vermelhas indicam incrementos de
dez aminoacidos. (Rasmussen, S., Choi, HJ., Rosenbaum, D. ef al. Crystal structure of the human (3>
adrenergic G-protein-coupled receptor. Nature 450, 383-387 (2007).
https://doi.org/10.1038/nature06325)
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Figura 7- Adrenoceptor -2 no musculo esquelético.

A ativacdo do receptor B2 na jun¢cdo neuromuscular através da interagdo com a adrenalina ou com
agonistas desencadeia uma cascata intracelular. Ocorre o aumento dos niveis de cAMP que ativa
PKA. PKA ¢ uma proteina que possui efeitos diversos na célula, dentre eles abertura dos canais para
calcio DHPR, aumento da liberagao de célcio pelo reticulo sarcoplasmatico, glicogenolise e aumento
da atividade da bomba de sddio e potdssio. Dessa forma, a ativagdo do receptor 2 no musculo
esquelético gera um efeito inotrdpico positivo com o aumento da forca de contragdo. (Modificado de

CAIRNS, SIMEON P.; BORRANI, FABIO. B-Adrenergic modulation of skeletal muscle



34

contraction: key role of excitation-contraction coupling. The Journal Of Physiology, [S.L.], v. 593,
n. 21, p. 4713-4727, 29 out. 2015. Wiley. http://dx.doi.org/10.1113/jp270909.

1.3.2 O adrenoceptor-p2 na juncio neuromuscular

A transmissao na JNM ¢ mediada por um terminal nervoso que libera ACh que se liga nos seus
receptores especificos na superficie de células musculares, ativando canais de Na® sensiveis a
voltagem e dando inicio a um potencial de acdo. Essa cascata de processos fisioldgicos ¢ alterada em
diversas sindromes neuromusculares, como as miastenias. Nos ultimos anos, tem sido reportado na
literatura melhoras clinicas na transmissao neuromuscular em resposta ao tratamento com agonistas
seletivos do adrenoceptor-f2 (MCMACKEN et al., 2018; CRUZ et al., 2018; CLAUSEN et al., 2018;
LYNCH). CLAUSEN et al. (2018) demonstrou através de agrupados de receptores para ACh
formados em cultura de células, que a administragdo de salbutamol ¢ capaz de aumentar
significativamente estes agrupados de receptores. Em condicdes fisiologicas, os receptores para ACh
sdo formados no musculo como resultados de uma complexa cascata de sinaliza¢do, na qual agrina,
MuSK e DOK?7 sdo moléculas chave. In vitro, o terminal pré-sindptico e os componentes da matriz
extracelular estao ausentes. Dessa forma, a complexa comunicagao entre o pré- € o pos-sinaptico nao
acontece. Entretanto, este modelo de cultura de células musculares € bem aceito e ¢ um grande indicio
dos efeitos da ativagcdo do adrenoceptor-f3> diretamente na placa motora e possivel alvo de tratamento
para doengas caracterizadas pela disrup¢do da estrutura da placa motora. Existem estudos, utilizando
zebrafish como modelo, que nos dao indicios de que ha um papel importante do receptor-f2 na
modulac¢do da formagdo da placa motora durante o desenvolvimento (MCMACKEN et al., 2018).
Além disso, uma simpatectomia revelou uma diminui¢ao do tamanho das JNMs sem alteracao na co-
localizagdo entre terminal pré- e pds-sinaptico.

Os efeitos dos agonistas-f2 na placa motora t€ém sido atribuidos primariamente a modulacao
pos-sinaptica, mas uma potencial a¢do pré-sindptica ainda ndo foi completamente explorada. Existem
alguns estudos na literatura que indicam alteragdes eletrofisioldgicas causadas pela administracio de
agonistas 2. RODRIGUES et al. (2019), mostrou que tanto o salbutamol quanto o clenbuterol sao
capazes de aumentar a frequéncia de MEPP e o contetido quantico de EPP. Ainda reportaram que
este efeito é dependente dos canais para Ca2" do tipo P/Q. Ainda assim, precisamos entender como
estes resultados nos ajudam a elucidar a relagdo entre os neurénios motores € neurénios simpaticos
na JNM, entender completamente o efeito do adrenoceptor-f2 na liberagdo de vesiculas sinapticas no
musculo esquelético e se estes agentes simpatomiméticos podem ser usados para o tratamento de

doencas caracterizadas pela transmissdo neuromuscular prejudicada.
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1.3.3 Os simpatomiméticos agonistas B2 gerais

Os agonistas B possuem uma estrutura semelhante a da adrenalina para que possa haver a
interacdo com os sitios ativos dos receptores. Todos os B-agonistas possuem um centro assimeétrico
devido a presenga de um grupo B-OH. Este centro assimétrico resulta em moléculas que sdo pares de
isomeros Opticos, conhecidos como enantidomeros R e S. Alguns agonistas, como o fenoterol,
proc: >rc e formoterol, possuem dois centros assimétricos, produzindo assim quatro enantidmeros.
Entretanto, as reacdes de ligacdo sdo estereoespecificas e sdo predominantemente nos enantiomeros
R (JOHNSON, 2001). No salbutamol, os enantidmeros R sdo pelo menos 100 vezes mais potentes
que os enantiomeros S. Ja no formoterol, a diferenca entre as formas RR e SS ¢ de mais de 1000
vezes (JOHNSON, BUTCHERS, COLEMAN, 1993).

A funcdo de um agonista ¢ definida por parametros como afinidade e eficacia. A afinidade

Cp e e rua e vaas s v aapmeenee ue e wo «CptOT. Essa forca varia ba ynistas

> mesmo receptor. O salbutamol possui uma 2“~ ~de relativamente baixa p: 1adrenocep res- .,
h ’ ’ oo quatro vezes maior. Ja ¢ >ficacia & v | ouuvu
parametro que modula a atividade do agonista no corpo e varia de acordo com a densidade de
receptores € com capacidade de um acoplamento adequado. Agonistas ditos como completos sao
capazes de mover o equilibrio completamente para o estado de ativagdo dos receptores, possuindo
assim uma alta eficacia. A maior parte dos agonistas possuem uma afinidade intermediaria e o nimero
de receptores permitird que eles ajam como agonistas completos (JOHNSON, 2001). A
dessensibilizacdo dos receptores € outro aspecto relacionado a eficacia do agonista, ja que um
agonista parcial estaria menos susceptivel a induzir uma dessensibilizagdo que um agonista completo
(JOHNSON, BUTCHERS, COLEMAN, 1993; JOHNSON & COLEMAN, 1995).

Os agonistas P> foram inicialmente desenvolvidos para facilitar a broncodilatacdo e sdo
classicamente usados na clinica para o tratamento de asma (SOLIS-COHEN, 1900). Entretanto, nas
ultimas décadas ficaram claros os seus efeitos no musculo esquelético e estes simpatomiméticos
comecaram a ser estudados na perda de massa muscular em diversos modelos animais. Alguns
agonistas estdo sendo testados na clinica como possivel estratégia terapéutica para o tratamento de
doengas neuromusculares (MARTUNEAU et al., 1992; KISSEL et al., 2001; FOWLER et al., 2004).

Mas para que esta classe de farmacos seja de fato consolidada como tratamento de doencas

neuromusculares, € necessario compreender a fundo seus efeitos. Alguns mecanismos desencadeados
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pela ativagcdo do B2 no musculo esquelético propriamente dito ja foram elucidados, entretanto muito
pouco se sabe sobre estes efeitos no nervo motor e no terminal pré-sinaptico.

1.3.4 O simpatomimético Fumarato de Formoterol

O simpatomimético fumarato de formoterol ¢ um analogo de catecolamina que atua como um
inovativo agonista do adrenoceptor-f,. Possui alta seletividade para adrenoceptores-32, um inicio de
reacdo rapido e uma duragdo de a¢do de no maximo 12 horas, com um 6timo perfil de seguranca e
tolerabilidade (HEKKING et al., 1990; PAUWELS, 1990). Este simpatomimético ¢ um derivado de
feniletanolamina cuja estrutura esta esquematizada na FIGURA 8. Na clinica, a formulagao usada ¢
um diasteredmero puro dos enantiomeros RR e SS de 2-hidroxi-5-[(1RS)-1-hidroxi-2-][(1RS)-2-(p-
metoxifenil)-1-metiletilamino] paramanilida preparada como sal de fumarato diidratado. Formoterol
¢ moderadamente lipofilico, mas soltivel em 4gua em pH fisiolégico (ANDERSON, 1993).
Classicamente associado ao tratamento de asma, no presente trabalho ¢ utilizado como ferramenta

para o estudo dos efeitos da ativacao do adrenoceptor B2 nas JNM diafragmaticas de camundongos.
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Figura 8- Estrutura quimica do simpatomimético fumarato de formoterol.

(Modificado de https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliacao do (s) possivel (is) efeito (s) pré-sindptico (s) do farmaco simpatomimético agonista

B2 especifico fumarato de formoterol na transmissao neuromuscular de camundongos.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito do farmaco simpatomimético fumarato de formoterol na exocitose espontanea
de vesiculas sindpticas na juncdo neuromuscular, através da ativacao dos receptores 32 presentes na
placa motora;

- Investigar o efeito do formoterol na exocitose induzida por estimulos despolarizantes
dependentes de Na+ na JNM;

- Investigar o papel do Ca®" extracelular e dos subtipos de canais idnicos para Ca*>" no efeito
da ativacao dos receptores 32 nas JNMs.

- Comparar o efeito do formoterol nas jun¢des neuromusculares entre machos e fémeas.

-Caracterizagao ultraestrutural do efeito da ativagdo do adrenoceptor-p2 nas JNMs

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Neste estudo, utilizamos camundongos machos e fémeas da linhagem C57 com idade média de
3 meses. Todos os animais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEBio) da Universidade
Federal de Minas Gerais. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal (CETEA) e Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) com o protocolo
CETEA-UFMG 81-2021.

Além disso, foram utilizados como controle animais da linhagem C57BL/6J com expressao
depletada do adrenoceptor B2 (B2 KO) na idade adulta (3 meses), geradas por CHURUSCINSKI et.

al. (1999) através da técnica de targeting gene que inativou seletivamente o gene do adrenoceptor-f3>
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em camundongos. Os animais encontram-se no biotério do Departamento de Fisiologia e Biofisica
do ICB/UFMG e estdo sob a responsabilidade da Profa. Silvia Guatimosim Fonseca.

3.2 Solucodes

-Solucao Ringer:

Composi¢ao: 135 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM CaCl;, I mM MgCl, 12 mM NaHCOs;, 1 mM
NaH;PO4, 11 mM D-glicose, com pH em 7.4.

- Solu¢do Ringer modificada (sem Ca?"):

Composi¢ao: 135 mM NaCl, 5 mM KCI, 3mM MgCl,, 12 mM NaHCO3, 1 mM NaH>PO4, 11 mM
D-glicose, com pH em 7.4.

- Solucao Ringer Alto Potassio (60 mM):

Composi¢ao: 80 mM NaCl, 60 mM KCI, 2 mM MgCl,, 12 mM NaHCOs3, | mM NaH;POg4, 11 mM
D-glicose, com pH em 7.4.

- Soluc¢ido aquosa de Fumarato de Formoterol:

O simpatomimético Fumarato de Formoterol Di-hidratado (Sigma-Aldrich ®) foi obtido de forma
liofilizada. Os 10 mg do frasco foram dissolvidos em 500 pL de DMSO e, posteriormente, diluidos
em solu¢do salina. Obtivemos um volume final de 11,9 mL a uma concentragao de 2000uM. Em
seguida, essa solucao foi separada em aliquotas de 10puL e 100uL e estocadas a -20° C. Em nosso
protocolo experimental, uma aliquota contendo nossa solugdo estoque ¢ diluida em mouse Ringer
com o objetivo de se alcangar as diferentes concentragdes testadas nos experimentos subsequentes de

microscopia de fluorescéncia.

3.3 Reagentes e toxinas

- FM1-43 (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, EUA);

- o-Agatoxina IVA (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA);

- EGTA (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA);

- Toxina d-Tubocurarine (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

3.4 Marcac¢ao e monitoramento de vesiculas sinapticas com a sonda fluorescente FM1-43

O monitoramento do ciclo de vesiculas sindpticas pode ser feito através do uso de sondas

fluorescentes que sdo internalizadas durante a endocitose e liberadas durante a exocitose.
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(LICHTMAN et al., 1985; BETZ, MAO, BEWICK, 1992; RIBCHESTER, MAO, BETZ, 1994).
Dessa forma, as sondas fluorescentes sdo uma ferramenta importante na neurociéncia que nos permite
visualizar e quantificar a exocitose e a reciclagem de vesiculas em um terminal nervoso.

Dentre as diversas sondas disponiveis, existem as sondas do tipo FM, como o FM1-43, que
sao moléculas como uma estrutura semelhante a um lipidio de membrana. Assim, possuem estruturas
anfipaticas com uma cabega polar carregada positivamente e uma cauda lipofilica (FIGURA 9A). A
cabega polar impede que a sonda atravesse passivamente a membrana plasmatica. Quando um tecido
¢ colocado em um meio contendo o FM1-43 toda superficie de membrana exposta ¢ marcada,
entretanto, devido a sua estrutura, a sonda se mantém exclusivamente no folheto externa da bicamada
lipidica da membrana plasmatica. Dessa forma, as vesiculas em processo de reciclagem aprisionam
a sonda em seu interior. Como as sondas do tipo FM1-43 sdo 350 vezes mais fluorescentes quando
em ambiente hidrofébico de membrana do que em meio aquoso (BETZ et al.,1996; BRUMBACK et
al., 2004), a fluorescéncia representa as vesiculas no terminal pré-sindptico que foram capazes de
capturar o marcador em seu processo de endocitose compensatoria (FIGURA 9B). Assim, o protocolo
de marcagdo com FM1-43 envolve dois ciclos de exocitose: o primeiro para induzir a endocitose
compensatdria e o segundo para a quantificacdo da exocitose de vesiculas sinapticas a partir do
decaimento da fluorescéncia.

Em nossos experimentos, o musculo diafragma associado ao nervo frénico foi isolado de
animais da linhagem C57 de 3 meses. Esse musculo foi seccionado no meio, resultando em dois
hemidiafragmas que foram montados em placas cujo fundo era coberto gel de silicone Sylgard®,
fixados com alfinetes entomoldgicos micro sem cabeca e banhados em solucdo Ringer, pH em 7.4, e
aerada com uma mistura de 5% CO2/ 95% O.. Essas preparacdes passaram pelo protocolo de
marcacdo do FM1-43 que inclui a exposicdo do tecido a um meio contendo o marcador e a
estimulagdo das JNMs através de uma solugdo Ringer alto K+ que possui KCI a uma concentragao
de 60mM. A associa¢do da sonda com a membrana ¢ reversivel. Dessa forma, o ultimo passo do
protocolo ¢ a lavagem do tecido em um meio sem FM1-43 com o objetivo de retirar o excesso de
marcador das membranas e da mielina dos nervos, garantindo que a fluorescéncia seja apenas das
vesiculas que foram capazes de internalizar o corante. Em seguida, esses musculos sdo levados ao
microscopio de fluorescéncia e uma segunda etapa de estimulagdo ¢é feita com o objeto de estudo. O
decaimento da fluorescéncia ¢ consequéncia das vesiculas sinipticas que sofreram exocitose e
liberaram o FM1-43, que estava em suas membranas, para um meio aquoso, fazendo com que a sonda

perca sua capacidade fluorescente. Em todas as fases do processo, os tecidos foram incubados com
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d-tubocurarina (16 uM) que ¢ um bloqueador de receptor nicotinico de ACh, com o objetivo de evitar

contra¢des musculares durante a estimulagdo, desmarcagdo e aquisicao de imagens.
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Figura 9- A sonda fluorescente FM1-43 ¢ utilizada para o monitoramento do ciclo de vesiculas
sinapticas.

(A) Estrutura quimica da sonda fluorescente FM1-43 (Modificado de Basic Neurochemistry,
seventh edition. Edited by SIEGEL et. al., 2006) (B) Imagem esquematica mostrando a exposi¢ao
das membranas do terminal pré-sinaptico a um meio composto de solugdo salina e FM1-43. A
preparacdo foi estimulada para que as vesiculas sofressem exocitose e, consequente, reciclagem. Em
maior aumento, vemos que a sonda no meio externo aquoso nao possui fluorescéncia devido a seu
baixo rendimento quantico, podendo ser s6 visualizada quanto aderida & membrana. As novas

vesiculas formadas pelo processo de reciclagem ja estdo marcadas com a sonda fluorescente. Uma
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lavagem em meio desprovido de corante retira o seu excesso das membranas das células musculares
e nervosas ¢ da mielina dos nervos. Um segundo ciclo de exocitose resulta na libera¢do da sonda que
foi internalizada durante a endocitose. (Modificado de GUATIMOSIM and VON GERSDORFF.
Optical monitoring of synaptic vesicle trafficking in ribbon synapses. Neurochemistry International

Volume 41, Issue 5, November 2002, Pages 307-312) (A) American Society for Neurochemistry.
2006).
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Figura 10- Jun¢des neuromusculares contendo vesiculas marcadas com a sonda fluorescente
FM1-43.

(A) Imagens representativas de uma terminagao nervosa motora diafragmatica marcada com FM1-
43 submetida a fotodesmarcacdo, que € o controle da perda natural da fluorescéncia devido a
exposi¢do a luz em um contexto sem estimulos durante sete minutos. A esquerda: imagem no tempo
0 mostrando a fluorescéncia inicial; a direita: fluorescéncia apds sete minutos. (B) Imagens
representativas de uma JNM estimulada com Ringer alto K+. A esquerda: imagem da fluorescéncia
inicial tirada no tempo 0; a direita: imagem representando a queda da fluorescéncia apds sete minutos
de estimulo com KCl a uma concentracao de 60mM. (C) Quantifica¢ao da perda de sinal fluorescente
devido a fotodesmarcagao (~10%) e ao estimulo com KClI (~50%). 20 pontos fluorescentes analisados

para cada grupo experimental.
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3.5 Exposic¢iao dos tecidos marcados com a sonda ao simpatomimético Formoterol

As preparagdes nervo-musculo marcadas com FMI1-43 foram incubadas na presenga do
simpatomimético Fumarato de Formoterol nas concentragdes de 0,01 uM, 0,1 uM, 0,25 uM, 1 uM,

10 uM e 50 uM com o objetivo de construir uma curva-dose resposta.

3.6 Aquisicao e analise das imagens marcadas com FM1-43

As imagens foram adquiridas (Leica DM 2500) acoplado a uma cadmera CCD Micromax
refrigerada (-20 °C) Leica DFC345FX nos tempos 0, 1, 3, 5 e 7 minutos ap6s a exposi¢do ao farmaco.
A aquisi¢do foi feita através do programa Leica Application Suite 4.0 que permite o ajuste do ganho
e tempo de exposi¢do para que os parametros fiquem adequados evitando saturagdes e distor¢des na
analise. Foi utilizada uma lente objetiva de imersdo com aumento de 63X e abertura numérica de
0,95. O fludroforo foi excitado por uma lampada HXP R120/45C — VIS e filtrada (505/530nm) para
selecionar o comprimento de onda excitagao(488nm) /emissdo (505-530nm) adequado ao marcador
FM1-43. Todas as variaveis de ajuste de imagem foram mantidas constantes. Todos os experimentos
possuem no minimo trés réplicas. As imagens foram analisadas e os niveis de fluorescéncia
mensurados utilizando o programa Fiji Image].

3.7 Analise estatistica dos experimentos com FM1-43

Os dados obtidos através do Image] foram normalizados percentualmente utilizando o
Microsoft Excel e convertidos em representacdes graficas utilizando o GraphPad Prism 9.0. As
diferencas estatisticas foram checadas através do teste t-student e ANOVA para a comparagao dos

dados de regressdo ndo-linear. O nivel de significancia foi de p<0,05.

3.8 Microscopia Eletronica de Transmissao
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Para os experimentos de avaliagdo no plano ultra estrutural das jun¢des neuromusculares,
camundongos C57 de 3 meses tiveram seu diafragma isolado associado ao nervo frénico. Esses
tecidos foram montados utilizando alfinetes entomologicos micro sem cabeca em placas com o fundo
coberto por silicone Sylgard®. Em seguida, as preparagdes foram incubadas em uma solugao de
Formoterol 10 uM por sete minutos. Nesses experimentos, usamos como controle positivo
preparacdes que foram expostas a solu¢do Ringer alto K+ [60 mM] para serem parametro de uma
JNM que foram sofreram um estimulo ja conhecido. Apds a exposi¢do ao Formoterol ou ao Ringer
alto K+, as preparagdes foram imediatamente fixadas por imersdo em solucao de tampao de cacodilato
de sodio 0,1M, contendo paraformaldeido 4,0% e glutaraldeido 2,5% (pH 7.4) (solucdo fixadora de
Karnovsky modificada) gelados na tentativa de interromper imediatamente qualquer atividade
sinaptica. Os tecidos foram mantidos em solucdo fixadora por pelo menos 12h a temperatura de 4°C.
Ap6s a fixacdo, os musculos foram recortados em fragmentos de 3mm de comprimento cada proximo
a ramificacdo principal do nervo frénico (FIGURA 11). Esses fragmentos foram mantidos em solug¢do
de tampao cacodilato de s6dio 0,1M até a segunda fase de processamento.

Em seguida, as amostras passaram pela fase de contrastacdo em bloco com acetato de uranila
(UA, 2% em dagua deionizada). Houve uma lavagem em agua deionizada por 10 minutos em
temperatura ambiente ¢ uma desidratacdo em uma série ascendente de etanol (35, 50, 70, 85, 95 ¢
100%) e acetona absoluta em temperatura ambiente. O proximo passo foi a pré-infiltragdo em resina
Epon diluida em acetona nas propor¢des 1:2, 1:1 e 2:1 na auséncia do polimerizador. Os fragmentos
foram entdo infiltrados e incluidos na resina com o polimerizador DPM-30 por duas horas em
temperatura ambiente, uma hora em estufa de 40°C e 48 horas em estufa de 60°C. Com as amostras
J& nos blocos de resina, foi realizada a microtomia com navalha de vidro gerando cortes de 300 nm
de espessura. Em seguida, foi realizada a ultramicrotomia com navalha de diamante gerando cortes
de 50 nm de espessura que foram montados em grades de cobre de 200 ou 300 mesh e para a coleta
das sec¢oes seriada foram utilizadas telas de cobre sem grades cobertas com peliculas de formvar. As
grades foram contrastadas com citrato de chumbo (solu¢do de Reynolds) para posterior imageamento.
Todos os passos dessa segunda fase do processamento de amostras para microscopia eletronica de

transmissao foram realizados no Centro de Microscopia da UFMG.
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Figura 11- Representacio esquematica ilustrativa do modo de obtencio dos fragmentos de
diafragma fixados para os experimentos de microscopia eletronica de transmissao.

(A) Representacdo do musculo diafragma evidenciando a inervagao bilateral pelo nervo frénico. O
musculo ¢é dividido ao meio, sendo cortado no centro tendineo e formando assim dois
hemidiafragmas. A area delimitada em vermelho ¢ um hemidiafragmas com sua inervagao associada.
(B) O hemidiafragma ¢é recortado em regides préximas ao tronco principal de inervacdo do nervo
frénico. As areas delimitadas em vermelho sdo regides ricas em JNM. (C) As areas selecionadas em
B sdo recortadas em fragmentos regulares de 3mm de comprimento. (Desenho adaptado por Hermann

A. Rodrigues a partir de COMERFORD AND FITZGERALD, 1986).
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3.8.1 Obtencao das elétron-micrografias de transmissao

A obtencdo das elétron-micrografias das amostras de diafragma foi feita no Microscopio
Eletronico de Transmissao Tecnai G2-12 - FEI SpiritBiotwin com voltagem de aceleragdo de 120 kV

do Centro de Microscopia da UFMG.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeitos do simpatomimético fumarato de formoterol na exocitose espontianea de vesiculas

sinapticas em JNMs.

Neste trabalho, inicialmente investigamos o possivel efeito do Fumarato de Formoterol na
exocitose de vesiculas sindpticas contendo ACh em JNMs diafragmaticas de camundongos machos.
Para verificarmos esse efeito, as preparacdes musculo-nervo previamente marcadas seguindo o
protocolo do FM1-43 foram expostas a luz polarizada durante sete minutos em meio Ringer para
categorizarmos o padrao de decaimento da fluorescéncia na auséncia do agonista simpatomimético
(FIGURA 10A e C). Apos essa padronizacdo, o conjunto de experimentos seguintes consistia em
expor as preparagdes do musculo diafragma marcadas com a sonda fluorescente a diferentes
concentracdes de formoterol (0,01 uM, 0,1 pM, 0,25 uM, 1 puM, 10 pM e 50 uM). Em todas as
concentragdes, os parametros experimentais se mantiveram os mesmos usados para o controle na
auséncia do formoterol. Todas as concentragdes foram testadas tanto em animas machos quanto em
fémeas da mesma linhagem, C57, e da mesma idade, 3 meses.

A FIGURA 10 mostra o painel e a quantificacdo da fluorescéncia em machos nos diferentes
contextos experimentais. No primeiro painel, vemos a perda de sinal fluorescente devido apenas a
exposi¢do a luz polarizada na auséncia de qualquer estimulo, o que chamamos de fotodesmarcagao
(FIGURA 12A). Nesta condi¢cao vemos uma queda de sinal fluorescente de apenas aproximadamente
10%, tendo a imagem obtida apds sete minutos de exposicao (painel inferior) cerca de 90% da
fluorescéncia inicial. Na figura 10B, vemos imagens representativas do sinal fluorescente antes
(painel superior) e ap0Os sete minutos de exposi¢ao ao formoterol em uma concentragdo de 0,01 uM.
Nao houve diferenca entre a taxa de decaimento da fluorescéncia entre a concentragao de 0,01 uM e
o controle (fotodesmarcagdo). A dose de formoterol de 0,1 uM foi a menor concentragao testada a
apresentar uma diferenga no decaimento em relagdo a fotodesmarcag¢do. Vimos um decaimento de
aproximadamente 30%. Nas imagens representativas podemos perceber essa redu¢ao da fluorescéncia
quando comparamos a imagem tirada no tempo zero (painel superior), antes da exposi¢ao ao farmaco,
com a imagem tirada apos sete minutos de exposi¢ao ao formoterol (painel inferior) (FIGURA 12C).
A FIGURA 10D representa o sinal fluorescente antes (painel superior) e depois de sete minutos de
exposicdo ao farmaco na concentracdo 0,25 uM. Nesse contexto vemos um decaimento da
fluorescéncia ainda maior, de aproximadamente 60%. A proxima concentragdo testada foi a de 1 uM
em que a redugdo do sinal fluorescente se manteve semelhante ao da concentragdo anterior de 0,25

uM (FIGURA 12E). Ja na concentracdo de 10 uM, observamos uma desmarcagdo ainda maior,
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indicando um aumento da exocitose induzida por este farmaco. Nessa concentragdo, o decaimento foi
de cerca de 80% (FIGURA 12F). Nao houve diferenca entre a concentracao de 10 uM e 50 uM
(FIGURA 12G), atingindo assim o platd de efeito do farmaco. O grafico da FIGURA 10H representa
a quantifica¢ao do decaimento da fluorescéncia em consequéncia da exocitose de vesiculas sindpticas
em cada um desses contextos experimentais, gerando uma curva dose-resposta da acao do formoterol.
Cada uma das curvas representa a média de pelo menos trés experimentos independentes. Foram
registradas e analisadas imagens no tempo 0, na auséncia do simpatomimético, nos tempos 1 min, 3
min, 5 min ¢ 7 min na presen¢a do simpatomimético. O grafico da FIGURA 13 representa a
quantificacdo da exocitose total apos os sete minutos de exposi¢ao ao farmaco. Cada barra representa
a quantidade de fluorescéncia final em relagdo a fluorescéncia inicial em cada concentragao.

A analise destes resultados nos permite observar um aumento da exocitose, indicado pela
perda do sinal fluorescente, de acordo com o aumento da concentragdo da droga. Dessa forma, nossos
resultados sugerem que o fumarato de formoterol ¢ capaz de induzir a exocitose de vesiculas
sindpticas em junc¢des neuromusculares diafragmdticas de animais machos e que esse efeito ¢ dose-
dependente.

Devido as diferencas entre machos e fémeas ja apresentadas na literatura em relagdo a
liberacdo de neurotransmissores, executamos os experimentos em fémeas seguindo os mesmos
parametros usados para os machos para identificar possiveis disparidades sexuais entre os efeitos da
ativacao do adrenoceptor-f32. Na FIGURA 11 podemos observar o painel de imagens representativas
das JNMs analisadas. O painel superior representa o tempo 0 antes da exposi¢ao e o painel inferior
sete minutos apds a exposicdo. Ao contrario do resultado encontrado para machos, ndo houve
diferenga estatistica entre as diferentes doses do fArmaco testadas, com excecdo apenas da menor dose
de 0,01 uM (FIGURA 14B) cujo decaimento se equiparou ao da fotodesmarcacao. As concentragdes
de 0,1 uM (FIGURA 14-C), 0, 25 uM (FIGURA 14D), 1 uM (FIGURA 14E), 10 uM (FIGURA 14
F) e 50 uM (FIGURA 14G) n3o possuiram diferenga entre si com relagdo a perda do sinal
fluorescente, entretanto todas estatisticamente se diferiram do contexto sem estimulo (FIGURA 14
A) e da dose sem efeito (FIGURA 14B). A FIGURA 14G representa a quantificagdo do decaimento
da fluorescéncia em todos os contextos experimentais formando uma curva dose-resposta. Assim
como nos machos, foi feita a analise de imagens obtidas no tempo 0, antes da exposicdo, e em seguida
no tempo 1°, 3, 5> e 7°. O grafico da FIGURA1S5 representa a quantidade total de exocitose sofrida
com a estimulacao feita durante sete minutos.

A analise destes resultados nos indica que a ativacdo do receptor [, feita através da

administracdo do agonista seletivo formoterol, também ¢ capaz de induzir a exocitose de vesiculas
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sindpticas em junc¢des neuromusculares de fémeas. Entretanto, ao contrario do que acontece nos

machos, este efeito alcanca seu platé em concentragcdes muito mais baixas.

Controle [0,01pM]  [0,1puM]  [0,25 pM] [1 puM] [10 pM] [50 pM]

Fotodesmarcagao
Formoterol [0,01 uM]
Formoterol [0,1 puM]
Formoterol [0,25 uM]
Formoterol [1 uM]
Formoterol [10 uM]
Formoterol [50 pM]

Fluorescéncia
(% do patamar)
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Figura 12- Aumento da exocitose induzida pelo simpatomimético fumarato de formoterol em
machos.

(A) Imagens representativas da redu¢do do sinal fluorescente antes (painel superior) e apos sete
minutos de exposicao a luz polarizada (painel inferior). (B) Imagens representativas da redugdao do
sinal fluorescente antes (painel superior) e apds sete minutos de exposicao ao formoterol (0,01 uM)
(painel inferior). (C) Imagens representativas da reducao do sinal fluorescente antes (painel superior)
e apds sete minutos de exposicdo ao formoterol (0,1 uM) (painel inferior). (D) Imagens
representativas da reducdo do sinal fluorescente antes (painel superior) e apds sete minutos de
exposi¢ao ao formoterol (0,25 uM) (painel inferior). (E) Imagens representativas da reducao do sinal
fluorescente antes (painel superior) e apos sete minutos de exposi¢do ao formoterol (1 uM) (painel
inferior). (F) Imagens representativas da reducdo do sinal fluorescente antes (painel superior) e apos
sete minutos de exposicao ao formoterol (10 uM) (painel inferior). (G) Imagens representativas da
reducdo do sinal fluorescente antes (painel superior) e apds sete minutos de exposi¢dao ao formoterol
(50 uM) (painel inferior). (H) Grafico da quantificacdo do decaimento da fluorescéncia na auséncia

e na presenca do simpatomimético em diferentes concentragdes. Foram quantificadas as
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fluorescéncias de imagens obtidas no tempo 0, na auséncia do formoterol, nos tempos 1°,3°,5’ e 7’
na presenca de concentracdes crescentes do farmaco. Foram analisados cincos pontos fluorescentes
de cada terminal nervoso de pelo menos trés animais individuais para cada condigdo experimental.
Dessa forma, as curvas representam a média + EPM de 190 botdes fluorescentes de 38 jungdes

neuromusculares de 19 animais machos.
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Figura 13- Aumento da exocitose induzida pelo simpatomimético formoterol em machos de
forma dose-dependente.

Quantificacdo da exocitose evocada pelo formoterol apos sete minutos de exposi¢do ao fumarato de
formoterol. Foram analisados cincos pontos fluorescentes de cada terminal nervoso. Foram analisados
dois terminais nervosos de cada animal. Foram analisados pelo menos trés animais para cada condi¢ao
experimental. Dessa forma, as curvas representam a média + EPM de 190 botdes fluorescentes de 38
jungdes neuromusculares de 19 animais machos. *p<0,05. abp<0,05 quando comparado com a
segunda (fotodesmarcacgdo) e a terceira barra (dose sem efeito). #p<0,05 quando comparado com a

quarta barra (Formoterol [0,1 uM]). ns, p>0,05. (ANOVA)
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Controle [0,01uM]  [0,1pM]  [0,25 pM] [1 pM] [10 pM] [50 uM]
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Figura 14- Aumento da exocitose induzida pelo simpatomimético fumarato de formoterol em
fémeas.

(A) Imagens representativas da reducao do sinal fluorescente antes (painel superior) e apos sete
minutos de exposi¢do a luz polarizada (painel inferior). (B) Imagens representativas da reducdo do
sinal fluorescente antes (painel superior) e apds sete minutos de exposi¢do ao formoterol (0,01 pM)
(painel inferior). (C) Imagens representativas da reducao do sinal fluorescente antes (painel superior)
e apos sete minutos de exposicdo ao formoterol (0,1 puM) (painel inferior). (D) Imagens
representativas da redugdo do sinal fluorescente antes (painel superior) e apds sete minutos de
exposicao ao formoterol (0,25 uM) (painel inferior). (E) Imagens representativas da redugdo do sinal
fluorescente antes (painel superior) e apos sete minutos de exposi¢cdo ao formoterol (1 uM) (painel
inferior). (F) Imagens representativas da reducao do sinal fluorescente antes (painel superior) € apos
sete minutos de exposicao ao formoterol (10 uM) (painel inferior). (G) Imagens representativas da
reducdo do sinal fluorescente antes (painel superior) e apds sete minutos de exposi¢cdo ao formoterol
(50 uM) (painel inferior). (H) Grafico da quantificacdo do decaimento da fluorescéncia na auséncia
e na presenca do simpatomimético em diferentes concentracdoes. Foram quantificadas as
fluorescéncias de imagens obtidas no tempo 0, na auséncia do formoterol, nos tempos 1°,3°,5’ e 7’

na presenca de concentracdes crescentes do farmaco. Foram analisados cincos pontos fluorescentes
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por terminal nervoso. Nesses experimentos, analisamos pelo menos trés animais individuais para cada
condi¢do experimental. Dessa forma, as curvas representam a média + EPM de 180 botdes

fluorescentes de 36 JNM de 18 animais fémeas.
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Figura 15- Aumento da exocitose induzida pelo simpatomimético formoterol em fémeas de
forma dose-dependente.

Quantificacdo da exocitose evocada apos sete minutos de exposicao ao fumarato de formoterol.
Foram analisados cincos pontos fluorescentes de cada terminal nervoso por animal. Foram analisados
trés animais individuais para cada condi¢do experimental. Dessa forma, as curvas representam a
média = EPM de 180 botdes fluorescentes de 36 JNMs de 18 animais fémeas. #<0,05 quando
comparado com a segunda barra (fotodesmarcacao) e a terceira barra (dose sem efeito). ns, p>0,05

(ANOVA).
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4.1.1 Diferenca entre machos e fémeas

Os resultados descritos acima sugerem uma diferengca no efeito da ativagdo do
adrenoceptor-B2 na exocitose de vesiculas sinapticas nas JNMs de machos e fémeas. Pelos resultados
apresentados até agora, as fémeas pareciam ser menos sensiveis ao aumento da concentracdo do
formoterol, comparando-se com os machos. Para confirmarmos essa hipdtese, unimos as curvas dose-
resposta de machos e fémeas em um unico grafico e realizamos o teste estatistico ANCOVA que
define a diferenca estatistica entre duas regressdes nao lineares. A comparacgao entre machos e fémeas
mostrou diferenca estatisticamente significativa entre os sexos. Este resultado nos indica uma
diferenga relevante entre machos e fémeas quanto aos efeitos do formoterol na exocitose. Essa
diferenga pode ser devido a uma menor sensibilidade na ativacao do adrenoceptor-f2 em fémeas ou
por uma maior liberacdo de neurotransmissores em machos. Mais estudos sdo necessarios para

elucidar o mecanismo por tras desta disparidade de sexos encontrada.
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Figura 16- A curva dose-resposta dos animais machos ¢ estatisticamente diferente dos animais
fémeas.
Grafico contendo a curva dose-resposta de machos e fémeas. Quantificacdo do decaimento da

fluorescéncia em funcao da concentracao de formoterol. ANCOVA F-Test- p=0,038.
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4.1.2 Efeito do Formoterol via a ativacao especifica do adrenoceptor- 32

Para determinar se a exocitose das vesiculas sinapticas foi induzida especificamente pela
acdo do formoterol na ativagdo dos receptores P2, realizamos um experimento utilizando o modelo
murino mutante com deplecao sist€émica do receptor 2, os camundongos B2-KO. Dessa forma, foi
possivel responder a pergunta se exocitose induzida pelo formoterol seriam de fato resultante da
ativacdo dos receptores e nao por alguma outra variavel. Os animais 2-KO machos foram submetidos
ao mesmo protocolo de eutanasia, isolamento do diafragma associado ao nervo frénico e marcagao
com a sonda fluorescente FM1-43 dos demais experimentos. Em seguida, os hemidiafragmas isolados
e marcados com FM1-43 foram submetidos a fotodesmarcagao (primeiro hemidiafragma) e incubagao
com formoterol a uma concentracdo de 10 uM (segundo hemidiafragma). Em ambos os contextos,
foram registradas e analisadas imagens do tempo 0°, 1°, 3°, 5> ¢ 7°. A quantificacdo destes eventos
gerou o grafico da FIGURA 17. Observando estes resultados ¢ possivel verificar que a reducdo do
sinal fluorescente apos a exposi¢do a luz polarizada (fotodesmarcagdo) foi em torno de ~15% e, na
presenga do farmaco formoterol na concentragdo de 10 uM nos animais [2-KO, se manteve nesta
faixa de decaimento. Para efeito comparativo, o grafico da FIGURA 17 também apresenta a curva de
decaimento da fluorescéncia de animais wild-type (WT) na presenca do formoterol na mesma
concentragdo testada nos animais Pr-KO. E muito claro que o decaimento da fluorescéncia,
consequéncia da exocitose de vesiculas sinapticas, € muito mais pronunciado nos animais WT do que
nos animais B2-KO na presenga do formoterol. Inclusive, no contexto com o simpatomimético
presente, a curva de decaimento da fluorescéncia dos 2-KO se equipara ao contexto sem estimulo,
indicando que o formoterol ndo foi capaz de induzir a exocitose de vesiculas sinapticas nas jungdes
neuromusculares dos animais com a deplecao sist€émica dos adrenoceptores-f3,.

Estes resultados nos indicam que o efeito do formoterol sobre a transmissdo colinérgica
nas jungdes neuromusculares ¢ exclusivamente via a ativa¢ao do adrenoceptor-f2, ja que o efeito foi

anulado quando o farmaco foi testado em animais knockout para este adrenoceptor.
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Figura 17- Formoterol nio foi capaz de induzir a exocitose nos animais modelo f2-KO.

Grafico da quantificacio do decaimento da fluorescéncia na auséncia e na presenca do
simpatomimético fumarato de formoterol em diferentes concentracdes. Foram quantificadas as
fluorescéncias das imagens obtidas no tempo 0, na auséncia do farmaco em todos os contextos, € nos
tempos 1°,3°,5” ¢ 7°, sem o farmaco na fotodesmarcagao e na presenca do firmaco na concentracao
de 10 uM nos demais contextos. O formoterol foi testado em animais machos WT e 32-KO. Foram
analisados cincos pontos fluorescentes de cada terminal nervoso. Utilizamos trés animais individuais
para cada condi¢ao experimental. Dessa forma, as curvas representam a média = EPM de 90 botdes

fluorescentes de 18 JNMs de 9 animais.
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4.4 Efeito do Formoterol na exocitose induzida por KCI

Ap0s os experimentos que nos indicaram um aumento da exocitose espontdnea em
JNMs induzida pela ativagao de adrenoceptor-p2, verificamos o efeito do agonista simpatomimético
formoterol na exocitose induzida por solucao Ringer alto KCl. KCI ¢ um estimulo despolarizante
capaz de evocar a exocitose de vesiculas sinapticas de uma maneira independente de Na*
(NICHOLLS, 1993). O aumento dos niveis extracelulares de K™ despolariza a membrana celular e
ativa os canais de Ca>" dependentes de voltagem. A ativagio destes canais leva o influxo de Ca*" para
dentro do terminal nervoso e consequente exocitose de vesiculas sinapticas.

Para tentar entender o mecanismo pelo qual o formoterol induz exocitose, nos investigamos
se o formoterol era capaz de interferir na exocitose induzida por KCI (mM), através de um efeito
aditivo ou nao. Dessa forma, terminagdes nervosas foram marcadas com FM1-43 e analisadas apds a
exposi¢ao ao KCl, em concentragao constante de 60 mM, associado ao formoterol, em concentracdes
crescentes de (1, 10 e 25 puM). Imagens representativas de terminagdes nervosas antes (painel
superior) e depois (painel inferior) sdo exibidas na FIGURA 18, em que podemos ver o estimulo com
KCl (60 mM) sozinho (FIGURA 18A), KC1 (60 mM) + Formoterol (1 uM) (FIGURA 18B), KCI (60
mM) + Formoterol (10 uM) (FIGURA 18C), KCI (60 mM) + Formoterol (25 uM) (FIGURA 18D)
em machos. Na FIGURA 18E temos a quantificacdo dessas imagens analisadas e observamos um
decaimento da fluorescéncia dependente da concentragdo de formoterol. O formoterol na
concentra¢do de 1 uM associado ao KCl tem um efeito semelhante ao do KCl sozinho. Entretanto,
em concentracdes maiores € possivel verificar um aumento gradual da desmarcagdo indicando uma
somacdo dos efeitos do KCl e do formoterol na exocitose de vesiculas sinapticas em machos. A
grafico da FIGURA 19 confirma este resultado mostrando que ndo ha diferenga estatistica entre a
primeira barra, KCl (60 mM) sozinho, e a segunda barra, KCI (60 mM) + formoterol (1 uM). Porém,
ha um aumento estatistico da exocitose quando a concentra¢do de formoterol aumenta para 10 pM.
Este aumento encontra seu platoé na concentracdo de 50 uM para o formoterol.

Apesar de menos pronunciado, o formoterol teve efeito similar nas fémeas quanto a
exocitose induzida por KCIl. No primeiro bloco de imagens da FIGURA 19 vemos imagens
representativas de JNMs marcadas com FM1-43. Nos painéis superiores temos imagens das
fluorescéncias iniciais antes de qualquer estimulo e nos painéis inferiores temos imagens registradas
apds sete minutos de estimulo. Os contextos experimentais foram iguais aos vistos nos machos
(FIGURA 19A-D). As curvas dose-respostas, resultados da quantificagdo da fluorescéncia nos
diversos contextos, mostram um aumento da exocitose a partir da segunda concentracdo de formoterol

testada, a de 10 pM. Novamente, ndo ha diferenga estatistica entre o KCl sozinho e o formoterol a
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uma concentracao de 1 uM. Outra semelhancga entre machos e fémeas € o platd do efeito do formoterol
na exocitose induzida por KClI encontrado na concentragdo de 25 uM de formoterol (FIGURA 20).
Como houve somagao dos efeitos do formoterol e do KCl tanto em machos quanto em
fémeas, esses resultados indicam que formoterol e KCI possuem efeitos estimuladores de exocitose
através de mecanismos distintos. Além disso, uma maior desmarcacdo do formoterol associada ao
KCI em relagdo ao formoterol sozinho na mesma concentracdo pode indicar uma facilitagdo do

exocitose em uma membrana ja despolarizada.
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Figura 18- Formoterol possui efeito na exocitose induzida por KCl em machos.

(A) Imagens representativas da reducao do sinal fluorescente antes (painel superior) e apos sete
minutos de exposicao ao KCI (60 mM) (painel inferior). (B) Imagens representativas da reducao do
sinal fluorescente antes (painel superior) e apds sete minutos de exposicao ao formoterol (1 uM)
(painel inferior). (C) Imagens representativas da reducao do sinal fluorescente antes (painel superior)
e apos sete minutos de exposi¢ao ao formoterol (10 uM) (painel inferior). (D) Imagens representativas
da reducdo do sinal fluorescente antes (painel superior) e apds sete minutos de exposi¢cdo ao
formoterol (25 uM) (painel inferior). (E) Grafico da quantificagdo do decaimento da fluorescéncia
presenga do simpatomimético em diferentes concentracdes associado ao KCl a uma concentragdo
constante de 60 mM. Foram quantificadas as fluorescéncias de imagens obtidas no tempo 0, na
auséncia de estimulo, nos tempos 1°, 3°, 5’ e 7° na presenga de concentragdes crescentes do firmaco
associado ao KCI. Foram analisados cincos pontos fluorescentes de cada terminal nervoso. Foram
analisados trés animais para cada condigdo experimental. Dessa forma, as curvas representam a média

+ EPM de 120 botdes fluorescentes de 24 juncdes neuromusculares de 12 animais machos.
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Figura 19- Quantificacdo da exocitose induzida pelo simpatomimético formoterol associado a
KCl em machos.

Quantificacdo da exocitose apos sete minutos de exposicdo do KCI associado ao fumarato de
formoterol em concentragdes crescentes. Foram analisados cincos pontos fluorescentes de cada
terminal nervoso. Foram analisados trés animais para cada condi¢do experimental. Dessa forma, as
curvas representam a média = EPM de 120 botdes fluorescentes de 24 jung¢des neuromusculares de

12 animais machos. *p<0,05. ns, p>0.05 (ANOVA).
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Figura 20- Formoterol possui efeito na exocitose induzida por KCIl em fémeas.

(A) Imagens representativas da reducao do sinal fluorescente antes (painel superior) e apos sete
minutos de exposi¢dao ao KCl1 (60 mM) (painel inferior). (B) Imagens representativas da redugao do
sinal fluorescente antes (painel superior) e apds sete minutos de exposi¢do ao formoterol (1 pM)
(painel inferior). (C) Imagens representativas da reducao do sinal fluorescente antes (painel superior)
e apos sete minutos de exposicao ao formoterol (10 uM) (painel inferior). (D) Imagens representativas
da redugdo do sinal fluorescente antes (painel superior) e apds sete minutos de exposicao ao
formoterol (25 uM) (painel inferior). (E) Grafico da quantificagdo do decaimento da fluorescéncia
presenca do simpatomimético em diferentes concentragdes associado ao KCIl a uma concentragao
constante de 60 mM. Foram quantificadas as fluorescéncias de imagens obtidas no tempo 0, na
auséncia de estimulto, nos tempos 1°, 3°, 5’ e 7° na presenga de concentragdes crescentes do farmaco
associado ao KCI. Foram analisados cincos pontos fluorescentes de cada terminal nervoso. Foram
analisados trés animais para cada condi¢do experimental. Dessa forma, as curvas representam a média

+ EPM de 120 botdes fluorescentes de 24 juncdes neuromusculares de 12 animais fémeas.
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Figura 21- Quantificacdo da exocitose induzida pelo simpatomimético formoterol associado a
KCl em fémeas.

Quantificacdo da exocitose apds sete minutos de exposicdo do KCI associado ao fumarato de
formoterol em concentragdes crescentes. Foram analisados cincos pontos fluorescentes de cada
terminal nervoso. Foram analisados trés animais para cada condig@o experimental. Dessa forma, as
curvas representam a média = EPM de 120 botdes fluorescentes de 24 jun¢des neuromusculares de

12 animais fémeas. *p<0,05. ns, p>0,05 (ANOVA).
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4.5 Formoterol estimula a exocitose de vesiculas sinapticas por um mecanismo

dependente do Ca** extracelular.

Apesar da bem estabelecida a dependéncia de Ca** extracelular na liberagio de vesiculas
sinapticas nas JNMs de mamiferos (Katz e Miledi 1967), ainda ndo ¢ sabido se o influxo de Ca®" no
terminal nervoso ¢ mediador das acdes simpatomiméticas na transmissao colinérgica nas juncdes
neuromusculares. Portanto, para investigar o papel do Ca?’ externo na exocitose induzida por
formoterol, os experimentos utilizando a sonda FM1-43 foram realizados em solu¢dao Ringer
modificada com substitui¢do equimolar de CaCl, por MgClo. EGTA (1 mM), um quelante de Ca>*
extracelular, também foi adicionado ao Ringer modificado, garantindo a auséncia deste ion. As
preparacdes diafragmaticas foram submetidas ao protocolo de marcacdo com FM1-43, sendo um
hemidiafragma destinado ao controle, que neste caso foi o formoterol a 10 uM em solugdo Ringer
normal com Ca?*. O outro hemidiafragma foi incubado em solugdo contendo 10 uM de formoterol
em meio livre de Ca?*. Além disso, foram feitos experimentos de fotodesmarcacgdo no meio livre de
Ca®". As imagens foram registradas e analisadas ao longo de sete minutos para as trés condi¢des
experimentais no minuto 0, antes da exposi¢ao ao farmaco, e nos minutos 1, 3, 5 ¢ 7, apos a exposi¢ao
ao farmaco. A FIGURA 22A mostra imagens representativas da fotodesmarcag¢dao no meio livre de
Ca?" no minuto 0 (painel superior) e no minuto 7 (painel inferior) em fémeas. A FIGURA 22B sio
imagens representativas do sinal fluorescente antes (painel superior) e apos sete minutos de exposi¢ao
ao formoterol 10 uM (painel inferior) em meio livre de Ca**. O efeito de decaimento da fluorescéncia
do formoterol em Ringer normal, na presenga de Ca*' extracelular, ¢ mostrado pelas imagens
representativas da FIGURA 22C. Podemos observar que ha pouca perda de sinal fluorescente nos
dois primeiros blocos de imagens e a desmarcacdo € mais intensa quando o formoterol € incubado na
presenca de Ca®" extracelular.

A FIGURA 22D mostra a quantificacdo destes resultados. A fotodesmarcagdo em meio
livre de Ca** apresentou um decaimento de aproximadamente ~20%, um decaimento equiparavel ao
da fotodesmarcagdo. Ao contrario do formoterol em meio com a presenca de Ca®*, que apresentou
um decaimento da fluorescéncia, reflexo da exocitose de vesiculas sinapticas, de aproximadamente
40%. Nota-se que houve diferenca estatistica entre o formoterol (10 uM) em meio Ringer normal
tanto em relacdo ao formoterol (10 pM) em meio Ringer livre de Ca*' quanto em relagdo a
fotodesmarcagio em meio Ringer livre Ca®* com **p<0.001. Nao houve diferenca estatistica entre a
fotodesmarcagio e o formoterol em meio Ringer livre de Ca?".

De forma semelhante ao que ocorreu em fémeas, os experimentos em animais machos

mostraram que o Ca?’ extracelular é essencial para o efeito do formoterol na indugo da exocitose em
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jungdes neuromusculares. A primeira parte da FIGURA 23 mostra imagens representativas das trés
condi¢des experimentais. A FIGURA 23A mostra uma JNM marcada com FM1-43 na
fotodesmarcagio em meio livre de Ca", antes (painel superior) e depois de sete minutos de exposigdo
a luz polarizada (painel inferior). A FIGURA 23B sao imagens representativas de jungdes expostas
ao formoterol (10 uM) em meio livre de Ca>". Por tiltimo, temos a FIGURA 23C representando JNM
expostas ao formoterol (10 pM) em meio Ringer normal com a presenca de Ca>". Os dois primeiros
blocos de imagem apresentam um decaimento diminuto na fluorescéncia, ao contrario do ultimo
bloco que mostra uma desmarcacao intensa. No grafico, observamos a quantificagdo dos valores de
fluorescéncia das imagens analisadas (FIGURA 23D). A analise estatistica comprovou a diferenga
pronunciada entre o formoterol em meio com e sem Ca’’, revelando que a auséncia do Ca®"
extracelular ¢ capaz de inibir o efeito da ativagdo dos adrenoceptores-f» sobre a transmissao
neuromuscular.

Dessa forma, a analise destes resultados indica que a exocitose de vesiculas sinapticas
induzidas pelo fumarato de formoterol através da ativagdo do receptor P> ocorre de maneira

dependente de Ca®" extracelular tanto em fémeas quanto em machos.
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Figura 22- Formoterol estimula a exocitose de vesiculas sinapticas por um mecanismo
dependente do Ca?* extracelular em fémeas.

(A) Imagens representativas da redug¢do do sinal fluorescente antes (painel superior) e apds sete
minutos de exposicdo a luz polarizada em meio livre de Ca®" (painel inferior). (B) Imagens
representativas da reducdo do sinal fluorescente antes (painel superior) e apds sete minutos de
exposicdo ao formoterol a uma concentragdo de 10 pM em meio livre de Ca** (painel inferior). (C)
Imagens representativas da reduc¢do do sinal fluorescente antes (painel superior) e apos sete minutos
de exposi¢io ao formoterol a uma concentragdo de 10 uM em meio na presenca de Ca*" (painel
inferior). (D) Grafico da quantifica¢do do decaimento da fluorescéncia na auséncia e na presenga do
simpatomimético em meio na presenca e na auséncia de célcio. Foram quantificadas as fluorescéncias

de imagens obtidas no tempo 0, na auséncia do formoterol, nos tempos 1°,3’, 5’ e 7°, apds a exposicao



66
ao farmaco. Foram analisados cincos pontos fluorescentes de cada terminal nervoso. Foram
analisados trés animais para cada condicao experimental. Dessa forma, as curvas representam a média

+ EPM de 90 botdes fluorescentes de 18 jungdes neuromusculares de 9 animais fémeas (ANOVA).
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Figura 23- Formoterol estimula a exocitose de vesiculas sinapticas por um mecanismo
dependente do Ca** extracelular em machos.

(A) Imagens representativas da redug¢do do sinal fluorescente antes (painel superior) e apds sete
minutos de exposi¢do a luz polarizada em meio livre de Ca®" (painel inferior). (B) Imagens

representativas da reducdo do sinal fluorescente antes (painel superior) e apds sete minutos de
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exposicdo ao formoterol a uma concentragdo de 10 pM em meio livre de Ca?* (painel inferior). (C)
Imagens representativas da reducdo do sinal fluorescente antes (painel superior) e apos sete minutos
de exposic¢io ao formoterol a uma concentragdo de 10 uM em meio na presenca de Ca*" (painel
inferior). (D) Grafico da quantificagao do decaimento da fluorescéncia na auséncia e na presenga do
simpatomimético em meio na presenga e na auséncia de calcio. Foram quantificadas as fluorescéncias
de imagens obtidas no tempo 0, na auséncia do formoterol, nos tempos 1°, 3,5’ ¢ 7°, apds a exposicao
ao farmaco. Foram analisados cincos pontos fluorescentes de cada terminal nervoso. Foram
analisados trés animais para cada condicao experimental. Dessa forma, as curvas representam a média

+ EPM de 90 botdes fluorescentes de 18 jungdes neuromusculares de 9 animais em machos

(ANOVA).
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4.6 Formoterol estimula a exocitose de vesiculas sinapticas por um mecanismo

dependente dos canais para Ca?* do tipo P/Q.

Como observamos que o efeito do fumarato de formoterol na indugdo da exocitose de
vesiculas sindpticas nas INMs é um processo dependente de Ca?" extracelular, nosso passo seguinte
foi investigar quais canais para Ca?" estariam envolvidos na agdo desse simpatomimético. Uma vez
que a liberacdo de vesiculas sindpticas nas jungdes neuromusculares de mamiferos ¢ mediada
principalmente pelos canais para Ca*" do tipo P/Q, utilizamos a o-Agatoxina IVA, uma neurotoxina
bloqueadora dos subtipos P/Q dos canais para Ca’' para verificar a influéncia especifica destes
subtipos no efeito ja visto do formoterol. As preparagdes marcadas com a sonda FM1-43 foram
divididas em dois hemidiafragmas, nos quais um passou pela fotodesmarcagao na presenca da ®-Aga
IVA na concentragdo de 200 nM, e o outro foi incubado em meio na presenca de formoterol (10 uM)
+ w-Aga IVA (200 nM).

As FIGURAS 24A mostram imagens representativas da reducao do sinal fluorescente apos
a exposicao a luz polarizada durante sete minutos nos experimentos feitos em camundongos fémeas.
O painel superior representa fluorescéncia inicial e o painel inferior representa a fluorescéncia final.
As FIGURAS 24B representam o contexto antes (painel superior) e apos sete minutos de exposicao
ao formoterol (10 uM) associada a toxina bloqueadora de canal para Ca2+, w-Aga IVA (painel
inferior). Neste segundo bloco de imagens, observamos um decaimento diminuto do sinal
fluorescentes, semelhante ao contexto de fotodesmarca¢do. Por Ultimo temos as imagens
representativas da perda de fluorescéncia consequéncia da exocitose de vesiculas apos a estimulagao
apenas com o formoterol (10 uM) (FIGURA 24C). O grafico abaixo ¢ quantificacdo das
fluorescéncias finais nestes trés contextos experimentais. Percebemos que em fémeas, a neurotoxina
o-AGA IVA foi capaz de bloquear completamente o efeito do formoterol. Este resultado nos indica
o papel crucial dos canais para Ca>" do tipo P/Q no efeito do simpatomimético na transmissao
colinérgica neuromuscular.

Estes mesmo experimentos foram executados em camundongos machos e obtivemos
resultados parcialmente distintos. Em fémeas observamos uma inibig¢ao total do efeito do formoterol
quando bloqueados os canais para Ca>* do tipo P/Q. J4 em machos, houve apenas uma inibigio parcial
da exocitose induzida pelo simpatomimético, havendo ainda diferenca com relagdo ao controle na
auséncia de estimulo. Nas FIGURAS 25A, B e C estao representadas JNMs marcadas com a sonda
FM1-43 que foram submetidas a trés contextos experimentais: fotodesmarcacao na presenca de ®-
Aga IVA, formoterol a uma concentragdo de 10 pM associado a -Aga IVA a uma concentragao de

200 nM e apenas formoterol a uma concentragdo de 10 uM, respectivamente. A quantifica¢do destes
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valores nos deu um grafico em que podemos ver o bloqueio parcial do efeito do formoterol na
presenga da neurotoxina, que reduziu significativamente a exocitose evocada (*p<0,05; ***p<0.001).

A analise destes resultados mostra que a agdo dos canais para Ca** do tipo P/Q é importante
para a exocitose evocada por formoterol tanto em machos quanto em fémeas. Entretanto, encontramos
uma diferenca entre os dois sexos nos experimentos realizados. O efeito do simpatomimético foi
completamente bloqueado pela m-Aga IVA em fémeas, mas apenas parcialmente inibido em machos.
O resultado em machos pode indicar a atuagdo de outros canais i0nicos, além do P/Q, que atuam na
inducdo da exocitose pelo formoterol. Ja existem na literatura, indicativos da participagdo do canal
TRPV1 na manuteng¢do da condutividade de Ca®" no terminal do axdénio motor para modular a
liberacao de vesiculas em um estado de repouso e que, além disso, ha uma interagdo entra agonistas
B2 e o canal TRPV1 (RODRIGUES et al., 2019). Este ¢ mais um indicio das importantes diferencas

entre sexo que existem nos impactos simpaticos na transmissao colinérgica muscular.
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Figura 24- Efeito do formoterol em fémeas associado a droga bloqueadora dos canais para Ca**
dos tipos P/Q, m-Agatoxina IVA.

(A) Imagens representativas da redugdo do sinal fluorescente antes (painel superior) e apds sete
minutos de exposi¢ao a luz polarizada na presenca da m-Agatoxina IVA (painel inferior). (B) Imagens
representativas da reducdo do sinal fluorescente antes (painel superior) e apos sete minutos de
exposi¢do ao formoterol a uma concentragdo de 10 pM associado a w-Agatoxina IVA (painel
inferior). (C) Imagens representativas da reducao do sinal fluorescente antes (painel superior) e apds
sete minutos de exposicao ao formoterol a uma concentracao de 10 uM na auséncia da w-Agatoxina
IVA (painel inferior). (D) Grafico da quantificagdo do decaimento da fluorescéncia na auséncia e na

presenca do simpatomimético em meio a presenca € a auséncia de m-Agatoxina IVA. Foram
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quantificadas as fluorescéncias de imagens obtidas no tempo 0, na auséncia do formoterol, nos tempos
1’,3°, 5" e 7°, apds a exposi¢do ao farmaco. Foram analisados cincos pontos fluorescentes de cada
terminal nervoso. Foram analisados trés animais para cada condi¢cdo experimental. Dessa forma, as

curvas representam a média = EPM de 90 botdes fluorescentes de 18 jungdes neuromusculares de 9

animais em fémeas (ANOVA).
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Figura 25- - Efeito do formoterol em machos associado a droga bloqueadora dos canais para
Ca?" dos tipos P/Q, m-Agatoxina IVA.

(A) Imagens representativas da reducdo do sinal fluorescente antes (painel superior) e apos sete
minutos de exposi¢ao a luz polarizada na presenca da m-Agatoxina I[VA (painel inferior). (B) Imagens
representativas da reducdo do sinal fluorescente antes (painel superior) e apds sete minutos de
exposicdo ao formoterol a uma concentracdo de 10 uM associado a w-Agatoxina IVA (painel
inferior). (C) Imagens representativas da reducao do sinal fluorescente antes (painel superior) e apds
sete minutos de exposi¢ao ao formoterol a uma concentragdo de 10 uM na auséncia da m-Agatoxina

IVA (painel inferior). (D) Grafico da quantificacdo do decaimento da fluorescéncia na auséncia e na
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presenca do simpatomimético em meio a presenca € a auséncia de w-Agatoxina IVA. Foram
quantificadas as fluorescéncias de imagens obtidas no tempo 0, na auséncia do formoterol, nos tempos
1’,3’,5 e 7°, apds a exposicdo ao fAirmaco. Foram analisados cincos pontos fluorescentes de cada
terminal nervoso. Foram analisados trés animais para cada condi¢do experimental. Dessa forma, as
curvas representam a média = EPM de 90 botdes fluorescentes de 18 jungdes neuromusculares de 9

animais em machos (ANOVA).
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4.6 Plano ultraestrutural das jun¢des neuromusculares estimuladas com formoterol

verificado através de microscopia eletronica de transmissao

Com o objetivo de determinar os efeitos da ativacdo do adrenoceptor-f> sobre o aspecto
morfoldgico das JNM, utilizamos a técnica de microscopia eletronica de transmissdo para examinar
e caracterizar a ultraestrutura das placas motoras do musculo diafragma de camundongos adultos que
foram estimulados por sete minutos com o agonista-f3; formoterol a uma concentracdo de 10 pM.
Para estes experimentos, usamos como controle amostras de diafragmas que sofreram estimulo com
o KCl a uma concentragdo de 60 mM. Dessa forma, pudemos comparar placas motoras que foram
expostas ao formoterol a placas motoras que foram estimuladas por um indutor de exocitose ja
conhecido com o objetivo de verificar se o efeito exocitdtico do agonista ¢ suficiente para gerar
alteracdo no plano ultraestrutural das jungdes neuromusculares. Nos verificamos que os elementos
sinapticos das jun¢des neuromusculares estimuladas com formoterol tinha um aspecto ultraestrutural
geral semelhante aos das estimuladas com KCl. Ambos os contextos apresentavam sinais de
endocitose compensatdria como a presenga de vacuolos e vesiculas recobertas por clatrina. A
endocitose compensatdria acontece apos um estimulo a exocitose. A presenca destes parametros nas
jungdes neuromusculares submetidas ao formoterol nos leva a conclusao de que a ativagao do receptor
B2 ¢ estimulo suficiente para gerar alteragdes no plano ultraestrutural das jungdes neuromusculares

semelhantes aqueles vistos apds um estimulo conhecido, o KCI.
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Figura 26- Imagens representativas dos elementos sinapticos de juncdes neuromusculares
diafragmaticas apos estimulo com formoterol (10 pM) e KCI (60 mM).

(A) Imagens representativas de uma jun¢ao neuromuscular de diafragma de camundongos machos de
trés meses estimulados por sete minutos com KCI a uma concentragéo de 60 mM. E possivel observar

marcadores de intensa reciclagem de membrana, apresentando invagina¢des na membrana plasmatica
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do terminal pré-sinaptico (*). (B) Imagens representativas de uma juncdo neuromuscular de
diafragma de camundongos machos de trés meses estimulados por sete minutos com formoterol a
uma concentragdo de 10 uM. Observamos também sinais de uma juncdo estimulada que esta em
processo de reciclagem como invaginagdes de membrana (*) e vesiculas recobertas por clatrina

(cabega de seta). Entretanto, o estimulo do formoterol se apresenta como menos intenso e brusco que

o do KCI.
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5. DISCUSSAO

Os farmacos simpatomiméticos sdo classicamente associados ao sistema
cardiorrespiratdrio, mas nos ultimos anos tém sido explorados cada vez mais seus efeitos que vao
muito além do conhecimento que ja estd bem consolidado. Além disso, ha também um crescente
interesse no desenvolvimento de estratégias terapéuticas para doengas que afetam a comunicacao
entre o sistema nervoso ¢ o musculo esquelético, com o objetivo de combater a perda de massa
muscular e a deterioragdo da placa motora. Deste modo, os agonistas 2 surgem como potenciais
candidatos para diminuir a atrofia muscular, estabilizar a placa motora e promover o ganho de massa.
Entretanto, a grande maioria dos estudos sobre os efeitos de drogas simpatomiméticas na transmissao
neuromuscular exploram o terminal pods-sinaptico, sem levar em consideragdo a interacao do
adrenoceptor-f2 com possiveis alvos moleculares pré-sindpticos. Compreender o mecanismo de agao
pré-sinaptico dos simpatomiméticos no musculo esquelético € essencial para consolidar essa classe
de farmacos como ferramenta de tratamento de doengas neuromusculares. Ademais, entender a
atuacdo do receptor-f2 em si na JNM significa esclarecer mais uma etapa dos complexos processos
que envolvem a transmissdo de informagdo entre o sistema nervoso central € o musculo esquelético.
O simpatomimético fumarato de formoterol apresenta diversas propriedades que o faz ser a
ferramenta de escolha para responder as questdes levantadas. O formoterol € um agonista 3, altamente
seletivo, com um inicio de a¢do rapido e uma duracdo do efeito de até 12 horas. Além disso, ja ¢ uma
droga bem estabelecida na clinica com um 6timo perfil de seguranca e tolerabilidade (HEKKING et
al., 1990; PAUWELS, 1990).

Nesta perspectiva, o objetivo inicial deste trabalho foi analisar os efeitos do agonista
seletivo de P32, fumarato de formoterol, na exocitose de vesiculas sindpticas na JNMs diafragmaticas
de camundongos. Primeiramente, nossos experimentos realizados em animais machos mostraram que
o formoterol a partir da concentracdo de 0,1 uM ja € capaz de induzir a exocitose de vesiculas
sinapticas marcadas com a sonda fluorescente FM1-43. A administragdo de doses crescentes do
agonista mostrou que este efeito indutor de exocitose ¢ dose-dependente, uma vez que o aumento da
concentracdo da droga gerava um maior decaimento da fluorescéncia das jungdes neuromusculares
analisadas (FIGURAS 12 e 13). Este dado ¢ corroborado pelos experimentos eletrofisiologicos
executados por RODRIGUES et al. (2019). Neste caso, os agonistas em questdo foram o salbutamol
e o clenbuterol e os resultados deste trabalho mostraram que a ativacdo do adrenoceptor-f2 é capaz

de aumentar a frequéncia de MEPPs e também aumentar o conteudo quantico de EPP. As conclusdes
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desta primeira parte dos experimentos abordam o conceito de que a administragao do formoterol ¢

capaz de facilitar a transmissao colinérgica neuromuscular em machos.

Existem evidéncias crescentes de diferencas entre machos e fémeas no metabolismo do
musculo esquelético, na comunicagdo entre o sistema nervoso € o musculo e na neurotransmissao
como um todo. Por esse motivo, apds a determinacdo dos efeitos do formoterol nas JNMs de
camundongos machos, nés decidimos investigar como ¢ a agdo deste farmaco em fémeas. Para isso,
executamos os experimentos usando FM1-43 para constru¢ao da curva dose-resposta nos mesmos
parametros usados anteriormente. As concentracdes testadas foram: 0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM, 10 uM
e 50 uM (FIGURA 14 e 15). Assim como nos machos, a dose de formoterol minima na qual nao
observamos efeito foi a de 0,01 pM. Entretanto, nas concentragdes seguintes, o comportamento da
curva das fémeas se mostrou consideravelmente distinto daquele visto em machos. Todas as
concentragdes acima de 0,01 uM testadas resultaram no mesmo efeito na taxa de exocitose de
vesiculas sindpticas. Dessa forma, estes resultados sugerem que as fémeas se mostram menos
sensiveis a altas concentragdes do formoterol que os machos. Para confirmar que esta diferenca entre
0s sexos ¢ estatisticamente relevante, construimos curvas de regressdao ndo-linear da porcentagem de
fluorescéncia pela concentragdo do farmaco, e as submetemos a uma analise de covariancia
(ANCOVA). O modelo ANCOVA confirmou a diferenca estatistica entre machos e fémeas na acdo
do fumarato de formoterol na inducdo de exocitose de vesiculas sinapticas em jungdes
neuromusculares (p<0,01).

Essa disparidade encontrada entre os sexos possui inimeras possiveis explicagdes. Quando
estamos falando de sistema nervoso, existem diferengas entre machos e fémeas que vao desde a
sensibilidade da ativacdo de receptores até a mecanismos de regulacao de sistemas inteiros. MARTIN
& HAYWOOD (1992) demonstrou que ap6s estimula¢do do receptor glutamatérgico N-metil-D-
aspartato (NMDA), machos apresentam um maior aumento nos niveis plasmaticos de adrenalina e
noradrenalina quando comparados com fémeas. Além disso, apos tratamento com clonidina, um
agonista o, mulheres apresentaram uma maior diminui¢do dos niveis plasmaticos de noradrenalina
(DEL RIO et al., 1994). O farmaco clonidina ¢ capaz de regular negativamente a atividade do sistema
nervoso simpatico através de mecanismos centrais (ESLER et al., 1990). Esta literatura indica que as
vias responsaveis pela regulagdo do sistema nervoso simpatico parecem ser menos sensiveis a
estimulos excitatorios e mais sensiveis a estimulos inibitorios em fémeas quando comparadas com
machos. Ha também diferengas sexuais no armazenamento ¢ na liberagdo de catecolaminas. YUE et

al. (2022) demonstrou, através de eletroquimica de vesicula Unica, uma diferenca na liberagdo de
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neurotransmissor durante a exocitose relacionada a diferenca nos niveis de expressdo de canais de
calcio sensiveis a voltagem. Um unico evento de exocitose de células cromafins se mostrou
estatisticamente mais longo em preparacdes de ratos machos do que as de ratos fémeas. A estimulacao
dos receptores adrenérgicos-f2 na resisténcia vascular através do uso de agonista também sofre
variacao dependente do sexo e, entre mulheres, dependente da fase do ciclo menstrual (KNEALE et
al., 2000). Ainda sdo escassos os estudos dos agonistas-f2 especificamente no musculo esquelético,
entretanto como ha dimorfismo sexual na sensibilidade do receptor no endotélio, € uma hipdtese que
0 mesmo possa estar acontecendo nas JNMs. As distingdes entre os sexos nao se limitam ao sistema
nervoso. A comunicagdo do sistema nervoso com o sistema muscular ¢ uma via de mao dupla na qual
os impactos de alteragcdes sao mutuos. Dessa forma, ainda sdo necessarios estudos mais aprofundados
para definir a origem dos contrastes que encontramos com relacdo a agdo do formoterol em JNMs,
mas podemos afirmar que as possiveis explicacdes sdo multiplas ja que que o dimorfismo sexual
existe até mesmo a nivel da quimica das vesiculas.

O préximo passo do nosso trabalho foi investigar os efeitos da ativagdo do adrenoceptor-
B2 na exocitose de vesiculas sinapticas induzidas por KCIl. Para isso, executamos os experimentos
com a sonda FM1-43 nos mesmo parametros, mas submetemos os tecidos marcados ao KCl em uma
concentracao constante de 60 mM, associado ao formoterol, em concentragdes crescentes. Neste caso,
obtivemos resultados semelhantes para machos e fémeas. Em ambos os sexos, houve uma somagao
entre os efeitos do formoterol e do KCl mostrando que o formoterol associado ao KCl ¢ capaz de
aumentar a taxa de exocitose ainda mais do que o KCl como estimulo indutor isolado (FIGURA 18 e
20). Solugdes com altas concentragdes de KCl sdo rotineiramente utilizadas como método para evocar
a exocitose de vesiculas sinapticas em termina¢des nervosas de maneira independente de Na*
(NICHOLLS, 1993). Estes resultados indicam que o sistema nervoso simpatico atua na fun¢do das
JNMs através do aumento tanto da exocitose espontanea, quanto da exocitose induzida. Além disso,
a somacao entre os efeitos do KCl e do formoterol foi o primeiro indicio que obtivemos do mecanismo
de ac¢do pelo qual o formoterol atua. O aumento da exocitose com a associagdo dos estimulos ¢ um
indicativo de que o formoterol atua em vias distintas as do KCI.

Com o objetivo de desvendar o mecanismo de agdo pelo qual a ativagdo do adrenoceptor-
B2 facilita a transmissdo colinérgica muscular, avaliamos a importancia do Ca?* extracelular no efeito
do formoterol e a possibilidade deste efeito ser dependente de canais para Ca®" sensiveis a voltagem.
As FIGURAS 22 e 23 mostram, que na auséncia de Ca>" extracelular, o formoterol nio foi capaz de
promover a exocitose de vesiculas sinapticas. Estes resultados nos indicam que a a¢cao do formoterol
ocorre de uma maneira dependente do Ca”* externo e que os estoques intracelulares de Ca®" apenas

ndo sdo capazes de promover a exocitose estimulada pelo receptor-f2. Ademais, a inibi¢do da
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exocitose em meio sem Ca’?’ indica que o influxo deste ion acontece no terminal nervoso em
condi¢cdes de repouso. Estas conclusdes sdo corroboradas por RODRIGUES et al. (2020), em que o
efeito de aumento da frequéncia de MEPP induzido por clenbuterol ¢ inibido em um meio com
auséncia de Ca?".

Em seguida, para investigarmos os tipos especificos de canais para Ca*" sensiveis a
voltagem envolvidos neste efeito utilizamos neurotoxina m-Aga IVA a uma concentragdo de 200 nM.
Nos terminais nervosos coexistem diversos tipo de canais para Ca** que desempenham papeis
distintos na cinética de passagem deste ion pela membrana. A m-Agatoxina [VA atua no bloqueio dos
canais do tipo P/Q. Os subtipos bloqueados pela w-Aga IVA sdo sabidamente importantes na
liberacao de acetilcolina pelos terminais de nervos motores em mamiferos adultos (KATZ et al.,
1996). Assim, as preparagdes nervo-musculo foram expostas ao formoterol na presenca ®w-Aga IVA
apos passarem pelo protocolo de marcacdo com FM1-43. A FIGURA 24 mostra que o efeito do
formoterol foi completamente inibido pelo bloqueio dos canais P/Q em fémeas. Entretanto, o efeito
da ativagdo dos receptores-f2 foi apenas parcialmente inibido em machos. Este resultado gerou a
hipétese da atuacdo de mais canais para Ca’" que seriam mediadores do efeito do formoterol na
exocitose de vesiculas sindpticas. WONG et al. (2014) reportou que os canais do tipo TRPV sdo
responsaveis pela regulacdo da concentracio de Ca’" em uma célula em repouso, explicando como o
Ca?" extracelular regula o Ca®" intracelular em uma condi¢io de membrana polarizada com os canais
sensiveis a voltagem fechados. Como determinamos que o formoterol possui um efeito de aumento
tanto da exocitose espontinea quanto da exocitose induzida, os canais para Ca®" podem estar agindo
de forma complexa para que o efeito do simpatomimético seja alcangado. Esta ¢ uma das hipdteses
para explicar o bloqueio apenas parcial da acdo do formoterol em um contexto com a presenca da ®-
Aga IVA. Outra possivel hipotese envolve a atuacao das células de Schwann terminais. Ainda ndo se
sabe se ha ocorréncia de adrenoceptores em células de Schawann terminais in vivo, mas eles ja foram
reportados em células in vitro (FINK et al., 1999; YASUDA et al., 1988). Ja sabemos que € necessaria
uma regulada comunicagao entre o axonio motor e as células de Schwann terminais para a homeostase
de Ca®" (CASTONGUAY & ROBITAILLE, 2001; KO & ROBITAILLE, 2015), mas 0s mecanismos
para condutancia de Ca?" em repouso ainda é pouco compreendido. Determinar precisamente onde
os adrenoceptores-3> se encontram na placa motora ird ajudar a definir como as células de Schwann
afetam a sinalizacdo de Ca’’ neste cenario de induciio da exocitose nas juncdes neuromusculares
(ARBOUR et al., 2017). Ainda temos um longo caminho a percorrer para elucidar o mecanismo de
acdo de agonistas- 32 no terminal pré-sinaptico de placas motoras, entretanto estes resultados sao os

primeiros passos que guiaram nossos futuros experimentos.
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Por fim, nés investigamos o impacto da ativagao do adrenoceptor-f2 sobre o aspecto
morfoldgico das jungdes neuromusculares no plano ultraestrutural. A exposi¢ao tanto ao formoterol
quanto ao controle positivo, KCI, foi de sete minutos para ser comparavel aos demais experimentos
com a sonda FM1-43 em que o tempo de exposi¢do ao estimulo também era esse. A JNM madura
normal um terminal pré-sinaptica repleto de vesiculas sinapticas e mitocondrias, uma fenda sinaptica
e um terminal pds-sindptico, no qual podemos observar diversas invagina¢des na membrana do
sarcolema formando as dobras juncionais recobertas por receptores nicotinicos para ACh. Em nosso
trabalho, focamos em uma andlise qualitativa do terminal pré-sinéptico em que comparamos jungdes
estimuladas por um estimulo conhecido, o KCl, e jungdes que foram expostas ao formoterol. Em
ambos os contextos observamos marcadores de estimulo para exocitose como vacuolos e vesiculas
recobertas por clatrina. Apds um evento intenso de exocitose, para reestabelecer os pools de vesiculas,
a cé¢lula nervosa sofre a endocitose compensatoria (RIZZOLI, 2014). Essa reciclagem de vesiculas
apos exocitose pode acontecer através do modelo kiss-and-run, endocitose mediada por clatrina e
endocitose via grandes invagina¢des de membrana. O modelo de endocitose que ird acontecer
depende da forca do estimulo para exocitose (HEUSER & REESE, 1973). Dessa forma, a presenca
de grandes vactiolos no qual brotam novas vesiculas e vesiculas recobertas por clatrina ¢ um marcador
de endocitose compensatéria consequéncia de um estimulo para exocitose. A semelhanga da
morfologia entre as juncdes expostas ao KCl e as expostas ao formoterol ¢ um indicio de que a
ativagao dos adrenoceptores 2 ¢ um estimulo capaz de gerar alteracdes no plano ultraestrutural das

placas motoras diafragmaticas de camundongos.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho demonstra, através do uso de sondas fluorescentes e microscopia eletronica de
transmissdo, que o simpatomimético agonista especifico B2 fumarato de formoterol, apresenta acdes
sinapticas capazes de induzir a exocitose de vesiculas sinapticas contendo acetilcolina em jungdes
neuromusculares diafragmaticas em animais machos e fémeas. Este efeito se mostrou dependente da
concentracdo do farmaco em machos, mas nao em fémeas. Nossos resultados indicam que animais
fémeas sao menos sensiveis aos efeitos da ativacao do adrenoceptor-f2. Ao analisar a associacao do
formoterol ao KCIl, verificamos que o efeito do simpatomimético ndo se restringe a exocitose
espontanea, tendo efeitos também na exocitose induzida. Além disso, nossos experimentos mostraram
que este efeito indutor de exocitose do agonista formoterol é dependente do Ca*" extracelular e
depende parcialmente dos canais para Ca?* P/Q. Dessa forma, este estudo oferece novos dados acerca
dos efeitos de agonistas 3> no terminal pré-sindptico de JNMs, dando mais um passo para elucidar o
mecanismo de acdo pelo qual o sistema nervoso simpatico modula essa comunicagdo e novos indicios
que demonstram que esta classe de farmacos ¢ uma promissora estratégia terapéutica para o

tratamento de doengas que acometem o sistema neuromuscular.
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Abstract

Pha 1/ is a neurotoxin from the venom of the Phoneutria nigriventer spider, available
as CTK 01512-2, a recombinant peptide. Owing to its antinociceptive and analgesic
properties, CTK 01512-2 has been described to alleviate neuroinflammatory
responses. Despite the diverse actions of CTK 01512-2 on the nervous system,
little is known regarding its neuroprotective effect, especially in neurodegenerative
conditions such as Huntington's disease (HD), a genetic movement disorder without
cure. Here, we investigated whether CTK 01512-2 has a neuroprotective effect in
a mouse model of HD. We hypothesized that spinal cord neurons might represent
a therapeutic target, because the spinal cord seems to be involved in the motor
symptoms of HD (BACHD) mice. We treated BACHD mice with CTK 01512-2 by intra-
thecal injection and performed in vivo motor behavioural and morphological analyses
in the CNS (brain and spinal cord) and muscles. Our data showed that intrathecal
injection of CTK 01512-2 significantly improved motor performance in the open field
task. CTK 01512-2 protected neurons in the spinal cord (but not in the brain) from
death, suggesting a local effect. CTK 01512-2 exerted its neuroprotective effect by
inhibiting BACHD neuronal apoptosis, as revealed by a reduction in caspase-3 in
the spinal cord. CTK 01512-2 was also able to revert BACHD muscle atrophy. In

© 2022 The Authors. Experimental Physiology © 2022 The Physiological Society.
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1 | INTRODUCTION

The toxins from venom of the spider Phoneutria nigriventer have a
large spectrum of action (Gomez et al., 2002). Four different neuro-
toxic fractions (known as PnTx3-1, Tx3-3, Tx3-4 and Tx3-5) have been
described, with significant pharmacological potential (Rezende Junior
et al., 1991). Within the PnTx3 fraction, the PnTx3-6 isoform, known
as Phalg, had significant antinociceptive and analgesic activity in
different models of pain in mice (da Silva Junior et al., 2020; Rigo
et al, 2017; Tonello et al., 2017). Ultimately, the recombinant form
of Phet13 has been made available commercially (as CTK 01512-2),
and it displays the same effects as the native form, which increases
the possibility for further studies and applicability (Dallegrave et al.,
2018; Rigo et al., 2017; Souza et al., 2008). CTK 01512-2, when
injected intrathecally, exerted pronounced anti-inflammatory effects
in a model of multiple sclerosis (Silva et al., 2018) and had a valuable
antinociceptive and analgesic action in several models of pain, also
after intrathecal injection (Antunes et al., 2020; Caminski et al., 2020;
De Pra et al, 2019; Ricardo Carvalho et al, 2021; Tonello et al.,
2017). Importantly, the molecular basis of the action of this isoform
involves blockage of voltage-gated calcium channels (VGCCs), with
higher specificity for the N-type (Vieira et al., 2005), and antagonism
of the receptor TRPA1 (Tonello et al,, 2017). Calcium is an important
regulator of cell signalling, and its role in neurological diseases has
been reviewed extensively (Pchitskaya et al., 2018; Schrank et al.,
2020). Owing to the action of CTK 01512-2 on calcium channels,
and considering that VGCCs are key players in calcium entry into
neurons (Catterall, 2011), this isoform has been studied as a potential
drug for neurodegenerative disorders (Antunes et al, 2021; Silva
et al., 2018), including Huntington's disease (HD) (Joviano-Santos
etal, 2021).

Huntington's disease is a hereditary autosomal dominant, neuro-
degenerative condition caused by a mutation provoking an extension
of the triplet CAG nucleotides in the huntingtin (HTT) gene, which then
encodes a polyglutamine tail-stretch in the HTT protein (MacDonald
et al, 1993). Usually, The CAG/polyglutamine expansion has 36-
180 units in HD patients and 6-39 units in individuals without the
disease (Bonilla, 2000). The prevalence of HD is ~5—10 cases per
100,000 people worldwide, hence it is considered a rare disease
(Baig et al., 2017). However, HD has a widespread distribution in
some localities, such as in Lake Maracaibo, Zulia State, Venezuela

conclusion, our data suggest a novel role for CTK 01512-2 acting directly in the spinal
cord to ameliorate morphofunctional aspects of spinal cord neurons and muscles and
improve the performance of BACHD mice in motor behavioural tests. Given that HD
shares similar symptoms with many neurodegenerative conditions, the findings pre-
sented herein might also be applicable to other disorders.

BACHD mice, CTK 01512-2, Huntington’s disease, muscles, neuropeptides, spinal cord

(Okun & Thommi, 2004; Paradisi et al, 2008). Two hallmarks of HD
are the formation of neuronal insoluble toxic HTT aggregates and
glutamatergic excitotoxicity with calcium imbalance. Both events have
been associated with the progressive neuronal loss described for this
condition (Creus-Muncunill & Ehrlich, 2019; Hutten & Dormann, 2020;
Ross & Tabrizi, 2011; Zaman et al, 2019). The main brain regions
affected in HD are the striatum and cortex (Margolis & Ross, 2003);
however, recent reports have described several alterations in the spinal
cord, neuromuscular junctions, skeletal and cardiac muscles in an HD-
transgenic mouse model, the BACHD2?7 (BACHD) mouse (de Aragio
et al., 2016; Joviano-Santos et al., 2019; Valadao et al., 2017; Valadéo
et al,, 2018; Valad3o et al., 2019). The BACHD mouse expresses the
human mutant HTT and presents slow disease progression, therefore
being a valuable and unigue model for investigating HD (Gray et al.,
2008).

Currently, there is no cure for HD, and the available treatments are
palliative and mainly focus on the symptoms. The symptoms of HD
are characterized by chorea, motor incoordination, and cognitive and
behavioural abnormalities (Finkbeiner, 2011; Walker, 2007). Usually,
dopaminergic receptor blockers (neuroleptic drugs) or monoamine-
depleting agents (e.g. deutetrabenazine) are used to treat HD
symptoms such as chorea. Antidepressants and anxiolytic drugs (e.g.,
benzodiazepines) are also prescribed (Frank, 2014; Potkin & Potkin,
2018). In this scenario, neuroprotective compounds that can pre-
serve neuronal functioning might be promising disease-modifying
candidates. There is a need for new therapeutic candidates that could
prevent or minimize neuronal loss and motor symptoms. Therapeutic
interventions independent of a high-risk brain approach can be an
alternative and better option for the treatment of neuromuscular
conditions; for example, by focusing on the spinal cord and skeletal
musdles.

Here, we investigate whether CTK 01512-2 is effective at inhibiting
neuronal cell death and improving motaor changes in the BACHD mouse
model for HD. We focus on addressing whether spinal cord neurons
might represent potential therapeutic targets. This is the first report to
show that CTK 01512-2 has a neuroprotective effect, with a local site
of action in BACHD spinal cord neurons. Our findings might contribute
to the development of new approaches to treat the motor symptoms
of HD outside the brain. Given that HD displays similar symptoms
to other conditions, such as multiple sclerosis, Alzheimer's disease
and Parkinson’s disease (Ross & Poirier, 2004; Ross & Tabrizi, 2011;
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Stephenson et al., 2018), the findings presented herein can also be
expanded to other neurodegenerative disorders.

2 | METHODS
2.1 | Ethical approval

We used 11-month-old female littermates of the wild-type
(WT, weighing 27-28 g} and the transgenic HD model, the
BACHD??7 mouse, weighing 41-42 g; FVB/NJ and FVB/N-Tg
(HTT*97Q) IXwy/), Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA).
The animals were genotyped 10 days after birth using multiplex
PCR (HTT-forward, CCGCTCAGGTTCTGCTTTTA; HTT-reverse,
GGTCGGTGCAGCGGCTCCTC). Mice were kept in a facility with
proper humidity and temperature, and a 12 h-12 h light-dark
cycle, with food and water ad libitum. The experimental approaches
were approved by our local animal ethics committee (CEUA-UFMG
#25/2015). All experiments were carried out according to the
guidelines laid down by our institution’s animal welfare committee and
conform to the principles and regulations, as described in the Editorial
by Grundy (2015). No medication was used. Careful attention was paid
to the animal facility; environmental enrichment was provided, and the
animals were observed closely during the treatments.

2.2 | Experimental procedures

The WT and BACHD littermates, at 11 months old, were divided
into the following four groups for treatments: WT-saline, WT-toxin,
BACHD-saline and BACHD-toxin (see time line in Figure 1a). The
recombinant version of Phal1g toxin, CTK 01512-2 (Giotto Biotech,
Florence, Italy) was used. CTK 01512-2 was diluted in saline (100 pmol
per site). The dose of CTK 01512-2 used followed dose-response
findings published in the literature (Diniz et al., 2014; Rigo et al., 2017).
Treatments were conducted two times per week for 1 month. An intra-
thecal route, aiming to access the effects of the recombinant toxin
directly on the spinal cord, was used. The injections were performed
in a volume of 5 ul per site (Hylden & Wilcox, 1980). The treatments
were administered into the subarachnoid space through a puncture
between the fifth and sixth lumbar vertebrae (L5-L6) using a Hamilton
syringe (701LT) coupled to a 26-gauge needle. The correct perforation
was indicated behaviourally by a typical tail movement by the mouse
(Hylden & Wilcax, 1980). Experiments were performed during the light
cycle time, starting at 09.00 h.

2.3 | Motor behavioural procedures

The following behavioural tests were performed in the experimental
groups of mice, as described elsewhere (Prado et al., 2006).

1. For the evaluation of muscle coordination and muscle strength, the
wire-hang test was performed. For this, the animals were placed
on an inverted grid and kept 45 cm above a smooth surface (with

WILEY -2

New Findings

* Whatis the central question of this study?
We investigated the effects of intrathecal
administration of a novel toxin, CTK 01512-2,
in a mouse model of Huntington’s disease. We
asked whether spinal cord neurons can represent a
therapeutic target, given that the spinal cord seems
to be involved in motor symptoms of Huntington’s
disease. Pharmacological approaches focusing
on the spinal cord and skeletal muscles might
represent a more feasible strategy than a high-risk
brain intervention.

* What is the main finding and its importance?
We provided evidence of a novel, local, neuro-
protective effect of CTK 01512-2, paving a path
for the development of approaches to treat motor

symptomsof Huntington's disease beyond the brain.

wood shavings). The hanging time was recorded (in seconds) and
carrected by each animal’'s body weight (to seconds per gram).
Three trial measurements (with an interval of 10 min between
trials) were averaged and used for the final quantification. The
maximum time for each animal per trial recorded was 5 min. After
this, the animal was removed and placed in a cage.

2. For motor coordination and motor-skill learning, it the rotarod test
was used. Animals were trained as described by Doria et al. (2015)
and Menalled et al. (2010) (with minimal modifications), for 2 min
at an accelerated rate (4-40 r.p.m. during 300 s) in five trials by
day for three consecutive days (training days). On the third day
(experimental day), the latency to fall was measured (in seconds).
On the experimental day, three trials were averaged, with an inter-
val of 10 min between trials.

3. Forinvestigation of general activity, the open field task was chosen.
An automatic locomotor box system (LE 8811 IR Motor Activity
Monitors PANLAB, Harvard Apparatus, Spain), made of acrylic
(450 mm x 450 mm x 200 mm}, was used. The mean velocity and
distance travelled by the animal for 20 min were recorded. Mice
were permitted to explore the box voluntarily.

Importantly, for all motor behavioural procedures, mice were kept in
the behaviour facility for >60 min before measurements started (n=5
animals per group, per treatment).

24 | Microscopic and immunofluorescence
analyses

After the in vivo tests, the same animals (n = 5 animals per group,
per treatment) were anaesthetized by inhalation of 1.5% isoflurane.
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FIGURE 1 Injection of CTK 01512-2
improves motor performance in BACHD mice.
(a) Treatment time line. (b) Hanging time in
wire hanging test. (¢) Latency to fall in rotarod
test. (d) Mean velocity in open field test. (e)

2y Distance travelled in open field test. (f) Graph
quantifying body weight during the treatment.
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The depth of anaesthesia was verified by assessing the tail pinch
reflex. Then, they were perfused with 4% paraformaldehyde in PBS.
Afterwards, the animals were decapitated and the brain and spinal cord
collected for the evaluation of the following regions: cortex, striatum
and cervical (C1-C3) and lumbar (L1-L5) segments of the spinal cord.
Samples were also incubated in paraformaldehyde overnight at 4°C
before being placed in a 30% sucrose solution (in PBS) and again kept
overnight at 4° C for cryopreservation. The brain and spinal cord were
then fresh-frozen using isopentane and liquid nitrogen and stored at
—80°C until they were sectioned. Using a Leica VT1000S vibratome,
free-floating brain sections were collected (at 40 um thickness). For
spinal cord analyses, the segments were then embedded in Tissue-
Tek optimum cutting temperature (OCT) medium and subsequently,
serially sectioned using a Leica CM3050S cryostat (at 30 um thickness).
NeuN immunohistochemistry was then performed in both the brain
and the spinal cord using a peroxidase protocol and the Vector Elite
Kit (Doria et al., 2015). The mouse anti-NeuN (1:500; catalogue no.
MAB377; Millipore, USA) primary antibody, with 2% horse serum and
3% bovine serum albumin, was processed in PBS. Immunostaining was
detected using a chromogen (Vector SG substrate). The number of
NeuN* puncta per image was analysed using IMAGEJ software (NIH,

USA). All images were evaluated in a blinded manner. The number of
images and the total area investigated are givenin the figure legend for
each experiment.

For caspase-3 immunofluorescence analyses (n = 5 animals
per group, per treatment), cervical and lumbar segments were
collected again and immediately immersed in neutral-buffered
formalin overnight. Then, samples were dehydrated by graded
ethanol (70, 80, 90 and 95% w/v), cleared in xylene, embedded in
paraffin, and serially sectioned (at 5 um thickness) in a microtome
(model HM335E; Microm, Minneapolis, MN, USA). Non-specific
antibody binding was blocked using a solution containing 2% bovine
serum albumin and 0.1% Tween-20 in PBS for 60 min at 4°C. Next,
samples were incubated with the primary antibody (1:100 poly-
clonal rabbit anti-caspase-3, catalogue no. C8487; Sigma-Aldrich,
St Louis, MO, USA) diluted in blocking solution and maintained
overnight at 4°C. Subsequently, samples were washed three times
in PBS and incubated with the secondary antibody (1:1000, Alexa
Fluor 488 goat anti-rabbit; Invitrogen, Eugene, OR, USA) for 60 min.
Finally, sections were washed three times in PBS and prepared for
imaging. Images were analysed in a blinded manner in all histological
experiments.
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For muscle fibre analyses, the sternomastoideus (STM) and tibialis
anterior (TA) skeletal muscles were removed and processed according
to the protocol previously published (Valadao et al,, 2017, 2019) (n=5
animals per group, per treatment). We chose STM and TA because STM
is innervated by motoneurons mostly from the cervical portion of the
spinal cord and TA by motoneurons from the lumbar segment. After the
fixation, muscles were dehydrated, embedded in glycolmethacrylate
resin, and serially sectioned (at 5 um thickness) using a microtome
{model HM335E; Microm). Sections from the skeletal muscles were
finally stained with Toluidine Blue (Electron Microscopy Sciences), and
the cross-sectional area (CSA) of individual fibres was measured using
a light microscope (Leica DM2500) coupled to a CCD camera (Leica
DFC345FX). The CSA was measured using IMAGEJ software (NIH,
USA).

2.5 | Statistical analysis

Data were expressed as the mean + SD. After the normality test
(Kolmogorov-Smirnov test), data were analysed using a one-way
ANOVA followed by Tukey's multiple comparisons test. A two-way
ANOVA followed by the Bonferroni post hoc test was used for
quantification of body weight among the treatments. The GRAPHPAD
Prism 8 program was used, and a P-value of <0.05 was set as
significant. All P-values are displayed in Table 1.

3 | RESULTS

3.1 | Intrathecal CTK 01512-2 treatment
prevented motor behavioural changes in BACHD
mice

We injected CTK 01512-2 directly into the spinal cord of BACHD and
WT mice during 1 month (Figure 1a). Itis important to highlight that no
side effectsor unusual behaviourswere observed uponthe treatments.
The BACHD-saline group displayed a significant impairment in all
motor parameters analysed from the behavioural tests conducted
when compared with the WT-saline group. Moreover, when comparing
WT-saline versus WT-toxin groups, we did not observe any behavioural
alteration, suggesting that the toxin has no apparent adverse effects.
Regarding the wire-hanging test (Figure 1b), we found (in seconds per
gram): WT-saline, 2.2 + 0.2; BACHD-saline, 1.0 + 0.5; WT-toxin, 2.2
+ 0.3; and BACHD-toxin, 1.0 + 0.3. In the rotarod test (Figure 1c),
we found (in seconds): WT-saline, 112.4 + 60.3; BACHD-saline, 24.3
+ 11.7; WT-toxin, 90.9 + 37.1; and BACHD-toxin, 25.3 + 12.6. The
BACHD-toxin animals showed significant improvements on the open
field parameters mean velocity and distance travelled (Figure 1d.e,
respectively), in comparison to BACHD-saline. These changes in the
BACHD-toxin mice were nearly reverted to the WT level [mean
velocity (in centimetres per second): WT-saline, 5.1 + 1.0; BACHD-
saline, 2.8 + 0.9; WT-taoxin, 5.2 + 1.4; and BACHD-toxin, 4.5 + 0.2;

100
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TABLE 1 P-valuesfromthe experimental approaches

Parameter

Hanging time (s/g)

WT-Sal versus BACHD-Sal
WT-Sal versus WT-Tox

WT-Sal versus BACHD-Tox
BACHD-Sal versus WT-Tox
BACHD-5al versus BACHD-Tox
WT-Tox versus BACHD-Tox
Latency to fall (s)

WT-Sal versus BACHD-Sal
WT-Sal versus WT-Tox

WT-Sal versus BACHD-Tox
BACHD-5al versus WT-Tox
BACHD-Sal versus BACHD-Tox
WT-Tox versus BACHD-Tox
Mean velocity (cm/s)
BACHD-5al versus WT-Sal
WT-Tox versus WT-Sal
BACHD-Tox versus WT-Sal
WT-Tox versus BACHD-Sal
BACHD-Tox versus BACHD-Sal
BACHD-Tox versus WT-Tox
Distance travelled {cm)
BACHD-Sal versus WT-5al
WT-Tox versus WT-Sal
BACHD-Tox versus WT-Sal
WT-Tox versus BACHD-Sal
BACHD-Tox versus BACHD-5al
BACHD-Tox versus WT-Tox
Body weight (g)

Week 1

WT-5al versus BACHD-Sal
WT-5al versus WT-Tox

WT-Sal versus BACHD-Tox
BACHD-5al versus WT-Tox
BACHD-Sal versus BACHD-Tox
WT-Tox versus BACHD-Tox
Week 2

WT-Sal versus BACHD-Sal
WT-Sal versus WT-Tox

WT-Sal versus BACHD-Tox
BACHD-5al versus WT-Tox
BACHD-5al versus BACHD-Tox
WT-Tox versus BACHD-Tox

P-value

0.0008
0.9982
0.0005
0.0006
0.9939
0.0003

0.0074
0.7882
0.0081
0.0477
>0.9999
0.0519

0.0021
0.863

0.4129
0.0014
0.0137
0.3245

0.0022
0.9062
0.3473
0.0028
0.0166
0.4086

0.0177
0.5477
0.002

00124
0.9826
0.0015

0.0078
0.9988
0.0053
0.0104
0.8506
0.0081

[Continues)
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TABLE 1 (Continued)

Parameter

Week 3

WT-Sal versus BACHD-Sal
WT-Sal versus WT-Tox

WT-Sal versus BACHD-Tox
BACHD-5al versus WT-Tox
BACHD-5al versus BACHD-Tox
WT-Tox versus BACHD-Tox
Week 4

WT-Sal versus BACHD-Sal
WT-5al versus WT-Tox

WT-Sal versus BACHD-Tox
BACHD-5al versus WT-Tox
BACHD-5al versus BACHD-Tox
WT-Tox versus BACHD-Tox
NeuN*+ (number/area), cervical
WT-5al versus BACHD-Sal
WT-Sal versus WT-Tox

WT-Sal versus BACHD-Tox
BACHD-5al versus WT-Tox
BACHD-5al versus BACHD-Tox
WT-Tox versus BACHD-Tox
NeuN* (number/area), lumbar
WT-Sal versus BACHD-5al
WT-5al versus WT-Tox

WT-5al versus BACHD-Tox
BACHD-5al versus WT-Tox
BACHD-5al versus BACHD-Tox
WT-Tox versus BACHD-Tox
NeuN* (number/area), striatum
WT-5al versus BACHD-Sal
WT-Sal versus WT-Tox

WT-Sal versus BACHD-Tox
BACHD-Sal versus WT-Tox
BACHD-5al versus BACHD-Tox
‘WT-Tox versus BACHD-Tox
NeuN* (number/area), cortex
WT-Sal versus BACHD-5al
WT-Sal versus WT-Tox

WT-Sal versus BACHD-Tox
BACHD-5al versus WT-Tox
BACHD-5al versus BACHD-Tox
WT-Tox versus BACHD-Tox

P-value

0.0079
>0.9999
0.0036
0.0113
0.99
0.0059

0.0029
0.9931
0.0031
0.0067
0.9981
0.0064

0.0031
0.9998
>0.9999
0.0024
0.0033
0.9995

0.0091
0.8639
0.988

0.0009
0.0217
0.6895

<0.0001
0.3897
<0.0001
<0.0001
0.4486
0.0004

<0.0001
0.2867
<0.0001
0.0011
0.8876
0.0116

(Continues)

TABLE 1 (Continued)

Parameter P-value

Caspase™ (number/area), cervical

WT-5al versus BACHD-Sal <0.0001
WT-Sal versus WT-Tox 0.9739
WT-Sal versus BACHD-Tox 0.9995
BACHD-Sal versus WT-Tox <0.0001
BACHD-Sal versus BACHD-Tox <0.0001
WT-Tox versus BACHD-Tox 0.9893

Caspase* (number/area), lumbar

WT-Sal versus BACHD-Sal <0.0001
WT-5al versus WT-Tox 0.7488
WT-5al versus BACHD-Tox 0.7031
BACHD-Sal versus WT-Tox <0.0001
BACHD-Sal versus BACHD-Tox 0.0002
WT-Tox versus BACHD-Tox 0.1981

Cross-sectional area of sternomastoideus (um?)

WT-5al versus BACHD-Sal 0.0005
WT-5al versus WT-Tox 0.9997
WT-Sal versus BACHD-Tox 0.7713
BACHD-Sal versus WT-Tox <0.0001
BACHD-Sal versus BACHD-Tox 0.0011
WT-Tox versus BACHD-Tox 0.5895

Cross-sectional area of tibialis anterior (um?)

WT-Sal versus BACHD-Sal <0.0001
WT-Sal versus WT-Tox 0.9985
WT-Sal versus BACHD-Tox 0.5208
BACHD-5al versus WT-Tox <0.0001
BACHD-5al versus BACHD-Tox <0.0001
WT-Tox versus BACHD-Tox 0.6296

Abbreviations: BACHD, BACHD2% mice; Sal, saline; Tox, CTK 01512-2; WT,
wild-type littermate mice.

and distance travelled (in centimetres): WT-saline, 5,567 + 433.2;
BACHD-saline, 3,679 + 1261.0; WT-toxin, 5505 + 647.4; and
BACHD-toxin, 5,065 + 698.2).

We also observed that BACHD animals presented higher body
weight when compared with WT age-matched mice (comparing WT-
saline vs. BACHD-saline). When injected intrathecally, the toxin did
not modulate the body weight, hence BACHD-saline and BACHD-toxin
mice remained with higher body weights compared with WT counter-
part animals, as shownin Figure 1f,

In conjunction, these sets of experiments indicate that intrathecal
injection of the recombinant toxin CTK 01512-2 was capable of
ameliorating some of the behavioural parameters (such as the open
field test) that were alteredin the HD mice.
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FIGURE 2 CTK01512-2 hasa local site of action and maintains the number of neurons in the spinal cord from BACHD mice. (a) Neuronal
quantification in cervical segment. (b) Neuronal quantification in lumbar segment. Data are expressed as the mean + SD; n =5 animals per group,
per treatment. Twelve images were analysed (total area analysed ~57,000 um?). P < 0.05 compared with WT-Sal, *P < 0.05 compared with
BACHD-Sal. One-way ANOVA followed by Tukey’'s multiple comparisons test. Abbreviations: Sal, saline; Tox, CTK 01512-2; WT, wild-type

littermate

3.2 | Neuroprotective effect of CTK 01512-2 in the
spinal cord of the BACHD mouse line

Figure 2ab shows the number of NeuN* neurons/area of cervical
and lumbar spinal segments, respectively, from the four groups of
mice. We observed that when injected directly into the spinal cord,
CTK 01512-2 preserved the number of neurons in the ventral horn
of cervical and lumbar segments in BACHD mice. Interestingly, there
was a statistically significant decrease in the reduction in the number
of NeuN™* neurons in the BACHD-toxin animals, compared with the
BACHD-saline group, in both segments of the spinal cord (number
of NeuN* neurons/area; cervical segment: WT-saline, 167.3 + 60.1;
BACHD-saline, 100.9 + 41.6; WT-toxin, 168.8 + 44.6; and BACHD-
toxin, 166.8 + 17.3; and lumbar segment: WT-saline, 179.3 + 52.6;
BACHD-saline, 110.1 + 20.0; WT-toxin, 195.5 + 73.2; and BACHD-
toxin, 172.8 + 43.7).

Given that the striatum and cortex are severely affected in HD
(Margolis & Ross, 2003), we asked whether the toxin, injected by
the intrathecal route, would reach these brain regions and exert a
similar neuroprotective effect to the one observed in the spinal cord.
We found that the intrathecal injection of CTK 01512-2 did not
rescue neurons in the striatum or cerebral cortex of the BACHD
mice. We observed a statistically significant reduction in the number
of (NeuN™) neurons in the BACHD-saline group compared with WT-
saline counterparts in both striatum and cortex (Figure 3ab). We
did not detect statistical differences between the BACHD-saline
and BACHD-toxin groups, and the WT-saline and WT-toxin mice,
suggesting that the toxin, when injected directly into the spinal cord,
did not prevent the loss of neurons in the upper CNS (number of NeuN ™+
neurons/area; striatum: WT-saline, 27 1.1 £ 68.8; BACHD-saline, 130.2
+ 61.5; WT-toxin, 240.3 + 85.0; and BACHD-toxin, 159.0 + 48.0; and
cortex: WT-saline, 367.0 + 76.6; BACHD-saline, 255.9 + 65.5; WT-
toxin, 332.0 + 63.1; and BACHD-toxin, 270.1 + 66.0).

Overall, our data suggest that CTK 01512-2 has a neuroprotective
action in the spinal cord, and given that such neuroprotection was not
observed in the brain, we propose that the recombinant toxin acts
locally at the site of injection.

3.3 | Caspase-3 inhibition is associated with CTK
01512-2 effects

Considering the neuroprotective potential of CTK 01512-2 on ventral
horn neurons of BACHD mouse spinal cords, we next examined
whether the effect of CTK 01512-2 is attributable to a reduction in
neuronal apoptosis. For this, we used an antibody against caspase-3,
a well-established marker for apoptotic cell death. As expected, we
observed intense caspase-3 expression in ventral horn neurons of the
BACHD animals, suggesting that apoptosis is indeed playing a role in
the observed neuronal death; Figure 4a shows representative images
for all groups. After the administration of CTK 01512-2, there was a
statistically significant decrease in caspase-3 expression in the cervical
(Figure 4b) and lumbar (Figure 4c) segments of BACHD-toxin spinal
cords, but expression remained high in the spinal segments of BACHD-
saline mice (number of caspase™ neurons/area; cervical segment: WT-
saline, 12.6 £ 9.9; BACHD-saline, 61.8 + 17.4; WT-toxin, 9.6 &+ 5.1;
BACHD-toxin, 11.8 + 8.7; and lumbar segment: WT-saline, 8.4 + 4.7;
BACHD-saline, 42.2 + 13.2; WT-toxin, 34 + 3.6; and BACHD-toxin:
13.8+6.0).

Taken together, these results suggest that caspase-3 inhibition is
associated with the neuroprotective mechanisms mediated by CTK
01512-2.

34 | CTK 01512-2 reverts muscle atrophy in
BACHD mice

We conducted a histological analysis in STM and TA muscles, which
are innervated mainly by motoneurons from the cervical and lumbar
segments of the spinal cord. In BACHD-saline mice, these two
skeletal muscles presented fibres that were significantly smaller
compared with WT-saline mice (Figure 5a). The quantification of CSA
from several STM and TA muscle fibres exhibited in Figures 5b,c
provided confirmation. After treatment with CTK 01512-2, there was
a significantincrease in the CSA of the muscle fibres from the BACHD-
toxin group compared with the BACHD-saline group. Interestingly,
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FIGURE 4 Caspase-3 expression is associated with the effects of CTK 01512-2. (a) Representative immunofluorescence images showing
caspase™ neurons in cervical and lumbar segments of spinal cord. The arrows indicate caspase-3 labelling. Scale bar: 20 um. (b) Bar graph showing
quantification of caspase-3 in the cervical segment. (c) Bar graph showing quantification of caspase-3inthelumbar segment. Data are expressed
as the mean £ SD; n= 5 animals per group, per treatment. One hundred images were analysed in five different sections (total area ~300,000 gm?)
for the cervical segment and 50 images analysed in five different sections (total area ~150,000 Ium2] for the lumbar segment. "P < 0.05 compared
with WT-Sal, # P < 0.05 compared with BACHD-Sal. One-way ANOVA followed by Tukey's multiple comparisons test. Abbreviations: Sal, saline;
Tox, CTK 01512-2; WT, wild-type littermate

there were no statistical differences regarding the CSA between 254 + 8.4; and TA: WT-saline, 28.2 + 8.5; BACHD-saline, 18.9 + 9.7,
the BACHD-toxin, WT-toxin and WT-saline groups for both muscles WT-toxin, 28.1 + 13.1; and BACHD-toxin, 27.2 + 9.5).

investigated (in micrometres squared; STM: WT-saline, 26.3 + 11.3; These results suggest that the neuroprotection observed at the
BACHD-saline, 22.3 + 6.4; WT-toxin, 26.4 + 13.5; and BACHD-toxin, ventral horn of the spinal cord might contribute to the maintenance of
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FIGURES5 CTK01512-2treatment
increases the cross-sectional areain myofibres
from BACHD mice. (a) Images from transverse
sections of the skeletal muscles STM and TA.
Examples of CSA are indicated by the yellow
dotted outlines. Scale bar: 20 um. (b) Bar graph
showing the CSA in STM. (c) Bar graph showing
CSA in TA. Data are expressed as the mean +
SD; n =5 animals per group, per treatment;
STM:n = 169, 243, 294 and 395 myofibre CSAs
analysed per group, per treatment; TA:n =292, (b)
240, 300 and 490 myofibre CSAs analysed per

group, per treatment. P <0.05 compared with

WT-Sal, *P < 0.05 compared with BACHD-Sal.
One-way ANOVA followed by Tukey's multiple
comparisons test. Abbreviations: CSA,

cross-sectional area; Sal, saline; STM,
sternomastoideus; TA, tibialis anterior; Tox,

CTK 01512-2; WT, wild-type littermate
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innervation of the STM and TA skeletal muscles and might reverse the
atrophy described in BACHD animals.

4 | DISCUSSION

In the present study, we demonstrated that CTK 01512-2 has a neuro-
protective effect on neuronsfrom different segments of the spinal cord
of BACHD mice. In addition, muscle atrophy was attenuated in treated
BACHD animals, and some behavioural characteristics (i.e., reduced
meanvelocity and distance travelled) were ameliorated. Finally, we also
described that the action of CTK01512-2 is mediated by the inhibition
of neuronal apoptosis and that this toxin has a local effect, which is
desirable when considering its action as a calcium channel blocker.
Analyses of motor behaviour provide a good read-out of neuro-
muscular function in HD (Menalled et al., 2010). Notably, CTK 01512-
2 ameliorated some behavioural abnormalities present in the BACHD
model (Figure 1). The BACHD-saline group had a worse phenotype in
the wire-hanging and rotarod tests when compared with the WT-saline
group. In such approaches, the CTK 01512-2 toxin did not improve
the parameters analysed (hanging time and latency to fall), probably
because they rely not only on the function of motoneurons from the
spinal cord but also on neurons from higher CNS structures, such as
the striatum and cortex, which are severely affected in HD (Margolis
& Ross, 2003). However, regarding the open field test, we observed
an increase in the mean velocity and distance travelled after the intra-
thecal injection of CTK 01512-2. Arecentstudy also demonstrates that
this toxin can improve behavioural tests when injected directly into the
striatum (Joviano-Santos et al., 2021), specifically in the wire-hanging
and open field tests. In the latter test, an improvement in the BACHD-
toxin group was observed after both injection routes [into the striatum
(Joviano-Santos et al, 2021) or the spinal cord]. The open field test
is a simple task designed to evaluate the general locomotor activity
of the mice (Brooks & Dunnett, 2009). This might explain why CTK

BACHD  WT

WT BACHD  WT
Sal Tox Tox Sal Sal Tox Tox

BACHD BACHD

01512-2 promoted an increment in the mean velocity and distance
travelled regardless of the route of injection. As already published,
although differences in the open field test started at 28 weeks of
age in the BACHD animals, alterations in this type of test have a late
onset (compared with the rotarod test, in which the animals showed
a severe decrease in the latency to fall at 4 weeks of age) (Gray
et al, 2008; Menalled et al, 2010). Thus, we can hypothesize that
the first test to be improved by a non-striatal injection would be
the open field test, which has been proved by our experiments using
the intrathecal route. We cannot discard the concept that the spinal
motor circuits used for both tests could be different, and there is a
possible differential effect of toxin in some neurons compared with
others. The spinal cord (and the cerebral cortex) has local neuronal
ensembles that can be recruited or co-recruited by travelling waves
of activity (lvanenko et al., 2006; Yakovenko et al., 2002). Neurons
can be topographically related ‘musculotopic’ motor maps (Levine
et al, 2012), providing a substrate for activation and/or inactivation
related to their target muscles, and a specific area can be more or less
activated. Besides, the spinal motoneuron-muscle circuits might have
differential sensibility. Usually, neurons that are recruited together are
physically close to minimize the time and energy that must be used
for their communication, ensuring efficient wiring (Chklovskii et al.,
2002). Therefore, neuronal preservation caused by the toxin could be
temporally and spatially different.

Regarding the less invasive characteristic of the intrathecal route
(compared with the intracerebroventricular route), we proceeded with
analysis of the spinal cord neurons. Using a biomarker for mature
neurons (NeuM), we visualized an increase in NeuN™ cells, hence a local
neuroprotective effect, after the treatment of BACHD mice with CTK
01512-2. The neurons of the cervical or lumbar segments of the spinal
cord were preserved, but this was not observed in the striatum and
cortex, probably because the toxin was not able to reach the upper
CNS. It is unlikely that CTK 01512-2 is highly specific to spinal cord
neurons alone, because injections into the striatum also improve motor
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Abstract: The Renin-Angiotensin System (RAS) is expressed in the central nervous system and has
important functions that go beyond blood pressure regulation. Clinical and experimental studies
have suggested that alterations in the brain RAS contribute to the development and progression of
neurodegenerative diseases. However, there is limited information regarding the involvement of RAS
components in Huntington’s disease (HD). Herein, we used the HD murine model, (BACHD), as well
as samples from patients with HD to investigate the role of both the classical and alternative axes of
RAS in HD pathophysiology. BACHD mice displayed worse motor performance in different behav-
ioral tests alongside a decrease in the levels and activity of the components of the RAS alternative axis
ACE2, Ang-(1-7), and Mas receptors in the striatum, prefrontal cortex, and hippocampus. BACHD
mice also displayed a significant increase in mRNA expression of the AT1 receptor, a component of
the RAS classical arm, in these key brain regions. Moreover, patients with manifest HD presented
higher plasma levels of Ang-(1-7). No significant changes were found in the levels of ACE, ACE2,
and Ang II. Our findings provided the first evidence that an imbalance in the RAS classical and
counter-regulatory arms may play a role in HD pathophysiology.

Keywords: Huntington'’s disease; renin-angiotensin system; BACHD; angiotensin peptides

1. Introduction

Huntington’s disease (HD) is an autosomal-dominant neurodegenerative disease
caused by an unstable CAG triplet sequence expansion in the hiuntingtin gene (Htt). This
results in an abnormally long polyglutamine sequence in the N terminus of the huntingtin
protein (HTT) [1,2]. In humans, the HTT gene usually contains 6 to 26 CAG repeats,
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whereas in HD, the gene presents more than 36 repeats resulting in a mutant HI'T-induced
disease [3,4].

Neuropathological characterization of HD reveals progressive loss of neurons in the
striatum and cortex as well as in the hippocampus and hypothalamus [5,6]. Clinical
manifestations of HD usually begin between 35 and 50 years of age and include motor
symptoms along with cognitive and behavioral symptoms [7-10]. Cognitive and behavioral
deficits can be detected in premanifest HD patients (i.e., before the clinical diagnosis of HD,
which is based on motor symptoms), before deteriorating in later stages of the disease [11].
Currently, there are no effective disease-modifying treatments for HD [2]. New targets are
needed for the development of therapeutic strategies.

The Renin-Angiotensin System (RAS) is well known for its role in the cardiovascular
and renal systems, acting as a regulator of blood pressure and hydro-electrolyte homeosta-
sis [12,13]. It is a complex endocrine system composed of a range of enzymes, peptides,
and receptors [14]. The RAS has two main axes: the classical axis is mainly composed of the
angiotensin-converting enzyme (ACE), angiotensin II (Ang II), and angiotensin type 1 (ATy)
receptor; the counter-regulatory axis is formed by ACE2, Ang-(1-7), and the Mas receptor.
The effects of Ang-(1-7) oppose the major responses induced by Ang Il [12,14,15]. Apart
from peripheral systems, the RAS components have also been found in the brain [16,17],
prompting the investigation of the potential pathophysiological roles played by RAS in
neuropsychiatric disorders [18-25] including HD [26,27].

Only a few studies have investigated the involvement of RAS components in HD.
A decrease in ACE activity was described in different brain regions of HD patients such
as the striatum, substantia nigra, nucleus accumbens, and caudate [26,28,29]. Conversely,
increased ACE activity was found in the cerebrospinal fluid of HD patients [30]. Alterations
in the levels of AT; and AT, receptors were also reported in brain homogenates of HD
patients, suggesting the involvement of RAS classical axis components in HD pathophysiol-
ogy [31]. Interestingly, HD patients exhibited higher serum levels of autoantibodies against
the AT; receptor compared with healthy controls, which were [32] associated with earlier
disease onset and increased disease burden [33].

Herein, we took advantage of a well-established murine model of HD [34] and plasma
from HD patients to investigate whether changes in the levels of molecules in the classical
and alternative RAS arms may contribute to HD symptoms. The understanding of RAS
components’ involvement in HD progression may open new avenues for the development
of novel therapeutic strategies for HD.

2. Results
2.1. Motor and Behavioral Tests in Mice

To evaluate muscle strength, mice were submitted to the wire hang test. Statistical
analysis revealed that BACHD mice show impaired muscle strength compared to WT mice
[BACHD: t(17) = 3.22; p = 0.0073] since they presented a decreased latency to fall (Figure 1A).
Additionally, on the rotarod test, BACHD mice exhibited an increased number of falls
[BACHD: t13) = 3.09; p = 0.0086] (Figure 1B) as well as a decrease in the latency to fall
[BACHD: t(4py = 3.67; p = 0.0043] (Figure 1C) compared with the WT group. Together, these
results indicate that 24-month-old BACHD mice present impairments in motor learning,
balance, and motor coordination. Ultimately, BACHD mice also presented decreased
locomotor activity, as they travelled shorter distances [BACHD: t0) = 5.47; p = 0.0003]
(Figure 1D) and performed less rearing than control mice [BACHD: t(1g) = 2.45; p = 0.0343]
(Figure 1E) in the open field test.



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 7686

111

3ofld

a) Wire Rang B) Rota Rod c) Rota Rod
150+ 807 20
F
& 60 p T 154
= 1001 g 3
5 5 e
= 3 >
K 2 g
3 50 g 8
Z 3

WT BACHD

Open field Open field
D} E}
20 80-
E o ] [e]
g 15] o g‘ 60
® 050 E
E 10- ‘s 40
3 ¥ 5
c LY €
S 5 5 20
] H
o
0- 0-
WT BACHD

Figure 1. BACHD mice presented motor and behavioral changes. (A) BACHD mice showed impair-
ment of muscle strength on the wire hang test. (B) BACHD mice exhibited an increased number of falls
and (C) a decrease in the latency to fall in the rotarod test. (D) BACHD mice showed a decrease in the
distance traveled on the open field and (E) a decreased number of rearings. Results are expressed as
mean + SEM. n =5-7. * p < 0.05 compared with WT group. The data were analyzed by Student’s f-test.

2.2. Renin-Angiotensin System Components

As shown in Figure 2, no differences were found in the levels of ACE, Ang II, ACE2,
and Ang-(1-7) in the plasma of BACHD mice compared with WT mice. However, when
evaluating the components of RAS in the striatum, the main region affected by HD, we
found interesting results. Although we did not find differences in ACE and ACE2 levels
(Figure 3A,B), there was a reduction in the ACE2 activity in the striatum of BACHD
mice (BACHD: 155 £ 4.5 vs. WT: 199 &£ 6.8 a.u./min/mg of protein; n = 5) (Figure 3C).
A reduction in Ang-(1-7) levels in the striatum of BACHD mice was also detected but
no significant differences in the levels of Ang Il (Figure 3D,E). In addition, there was
increased mRNA expression for ATq in BACHD animals compared with controls (BACHD:
47 £ 06 vs. WT: 1.5 £ 0.2 relative mRNA levels; n = 5-6) (Figure 3F). No significant
changes were found in AT; mRNA expression (Figure 3G). A significant decrease in Mas
receptor mRNA expression was also observed in BACHD mice (BACHD: 0.6 £ 0.08 vs.
WT:1.5 = 0.09 relative mRNA levels; n = 5-6) (Figure 3H).

The expression of RAS components in the prefrontal cortex is shown in Figure 4. No
alterations in ACE levels were found in the prefrontal cortex of BACHD mice compared
with WT controls (Figure 4A). The levels and activity of ACE2 were significantly reduced
in BACHD mice in comparison with WT mice (BACHD: 55 & 0.7 vs. WI:9.4 4+ 2.0 pg/mg;
n=>5and BACHD: 136 £2.8vs. WT:194 + 4.0 a.u./min/mg of protein; n =5) (Figure 4B,C).
No significant differences in the levels of the peptides Ang Il and Ang-(1-7) were found
(Figure 4D,E). Interestingly, BACHD mice presented higher levels of ATy receptor mRNA
expression (4.4 =04 vs. 1.2 £ 0.08 relative mRNA levels; n = 5-6) (Figure 4F). Moreover,
there were no significant differences in mRNA expression for AT; and Mas receptors
between the experimental groups (Figure 4G,H).
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Figure 2. RAS components’ levels in the plasma of BACHD and WT mice. (A) ACE, (B) ACEZ2,
(C) Ang 1L, and (D) Ang-(1-7) plasma levels are not altered in 24-month-old BACHD mice. Results
are expressed as mean + SEM. n = 5. The data were analyzed by Student’s f-test.
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Figure 3. RAS components’ levels in the striatum of BACHD and WT mice. (A) ACE, (B) ACE2
levels, (C) ACE2 activity, (D) Ang Il levels, (E) Ang-(1-7) levels, (F) ATy receptor expression, (G) ATz
receptor expression, and (H) Mas receptor expression in the striatum of BACHD mice. Results are
expressed as mean + SEM. n = 5-6. * p < (.05 compared with WT group. The data were analyzed by
Student’s t-test.
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Figure 4. RAS components’ levels in the cerebral prefrontal cortex of BACHD and WT mice. (A) ACE,
(B) ACE2 levels, (C) ACE2 activity, (D) AngII levels, (E) Ang-(1-7) levels, (F) AT; receptor expression,
(G) AT3 receptor expression, and (H) Mas receptor expression in the cerebral cortex of BACHD mice.
Results are expressed as mean + SEM. n = 5-6. * p < 0.05 compared with WT group. The data were
analyzed by Student’s {-test.

We also evaluated the components of RAS in the hippocampus (Figure 5). We did
not find differences in the ACE and ACE2 levels (Figure 5A,B). Interestingly, we found
a reduction in ACE2 activity in the hippocampus of BACHD mice compared with con-
trols (Figure 5C). Furthermore, BACHD and WT mice presented similar levels of Ang
IT (Figure 5D). When corroborating the results of the reduced ACE2 activity, we ob-
served a reduction in Ang-(1-7) levels in BACHD animals (BACHD: 117 4= 3.8 vs. WT:
163 £ 5.4 a.u./min/mg of protein; n = 5) (Figure 5E). BACHD mice also presented higher
levels of AT; receptor mRNA expression compared with WT mice (BACHD: 3.3 + 0.4 vs.
WT: 1.6 £ 0.3 relative mRNA levels; n = 5-6) (Figure 5F). No significant differences in
mRNA expression for AT, and Mas receptors were found between the experimental groups
(Figure 5EG).
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Figure 5. RAS components’ levels in the hippocampus of BACHD and WT mice. (A) ACE, (B) ACE2
levels, (C) ACE2 activity, (D) Ang II levels, (E) Ang-(1-7) levels, (F) AT; receptor expression, (G) AT,
receptor expression, and (H) Mas receptor expression in the hippocampus of BACHD mice. Results
are expressed as mean & SEM. n = 5-6. * p <(0.05 compared with WT group. The data were analyzed
by Student’s #-test.

Lastly, we assessed the levels of RAS components in the plasma samples of patients
with HD and healthy controls. The demographic and clinical data are shown in Table 1.
The patients and controls did not differ in age, sex, and BMI. The groups presented similar
levels in the components of the classical RAS axis, i.e., ACE and Ang II (Figure 6A,C).
Interestingly, there were differences in the RAS counter-regulatory axis with significantly
higher levels of Ang-(1-7) in the HD group (Figure 6D). No significant differences were
found in the plasma levels of ACE2 (Figure 6B).
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Table 1. Demographic and clinical data of patients with HD and controls.
Controls (1 = 16) Manifest HD (1 = 22) p-Value
Age in years 48.12 + 11.02 (47.5) 49.88 + 12.64 (49.4) 0.6612
Female sex, n (%) 10 (62.5) 14 (66.7) 1.000®
BMI (Kg/m?) 28,51 + 7.32 (25) 27.62 £ 6.48 (25) 0.650 €
CAG length (larger allele) - 44.63 + 4.14 (43) -
UHDRS TMS - 29.67 + 1291 (30) -
TFC score - 843 £+ 2.82(8) -
Independence Scale (%) - 84.52 + 12.14 (85) -
Ang I (pg/mL) 1567.77 + 325.19 (1608) 1598.50 + 282.83 (1618) 0.7612
ACE (pg/mL) 447.21 + 62.69 (463) 435.49 + 73.94 (426) 0.6142
Ang-(1-7) (pg/mL) 22.80 + 12.80 (21) 39.78 + 31.04 (33) 0.0482
ACE2 (pg/mL) 7.27 + 6.46 (5.7) 6.05 = 7.86 (4.7) 0.189 €

Abbreviations: BMI = body mass index; HD = Huntington’s disease; TFC = UHDRS = Unified HD Rating Scale.
Values are given as mean + SD (median). ® Student’s #-test; ® Fisher’s exact test; © Mann—Whitney test.
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Figure 6. RAS components’ concentrations in the plasma of HD manifest and control patients.
(A) ACE and (B) ACE2 levels, (C) Ang Il and (D) Ang-(1-7) levels in the plasma of HD manifest and
control patients. Results are expressed as mean + SEM. n = 16-22. * p < 0.05 compared with the
control group. The data were analyzed by Student’s f-test.

3. Discussion

In recent years, it has become evident that the RAS is active in several organs, in-
cluding the brain, and has important functions that go beyond the cardiovascular and
renal systems [13,16,17,35-37]. A growing body of evidence has supported the involve-
ment of RAS in the development and progression of neurodegenerative conditions such as
Parkinson’s disease (PD) and Alzheimer’s disease (AD) [20-24,35]. Taking advantage of a
well-established murine model of HD as well as plasma samples of patients with HD, we
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provided novel evidence of an imbalance between the classical and the counter-regulatory
RAS arms in HD. Our results were demonstrated in both local (mouse brain) and peripheral
(plasma of patients) RAS.

The previous characterization of this transgenic model revealed progressive motor
deficits in BACHD mice at 12 months old [34,38]. Our work, as far as we know, is the
first to investigate how motor changes occur in BACHD animals at a more advanced age
(24 months old), which may correspond to the HD endpoint.

In parallel with motor impairment, the BACHD mice presented a significant reduction
in the ACE2/Ang-(1-7)/Mas receptor axis in key brain areas associated with HD such as
the striatum and hippocampus. Previous data regarding the role of RAS in HD is very
limited and mainly focused on the classical axis components. It is worth mentioning that
the animals used in the current study are 24 months old, corresponding to the HD endpoint.
The evaluation of the RAS components in a later stage of the disease might explain, at
least in part, the decrease in the levels of Ang-(1-7) in the striatum and the hippocampus
of BACHD mice, culminating with significant motor impairment. The decrease in the
concentration of Ang-(1-7) in the disease endpoint could suggest a lack of neuroprotective
mechanisms. The improvement in cognitive decline following intracerebroventricular
infusion of Ang-(1-7) in a mouse model of Alzheimer’s Disease [39], supports our findings.

Regarding the ACE/Ang II/AT1 receptor axis, we showed that the BACHD mice
displayed enhanced mRNA expression of the AT receptor in all brain areas evaluated.
Alterations in components of the RAS classical axis have been reported in brain samples
of HD patients in comparison with controls [26,28,29]. Lower ACE activity was found
in the striatum [26] as well as in the caudate nucleus [29] and substantia nigra [28] of
HD patients. On the other hand, higher ACE activity was reported in the cerebrospinal
fluid of HD patients compared with controls [30]. In addition, a study investigated the
effects of Trandolapril, an ACE inhibitor, in an experimental model of HD induced by the
infusion of 3-Nitropropionic acid (3-NP) in the striatum of rats. The administration of
Trandolapril (4 and 6 mg/kg, p.o) daily for 12 days prevented motor and behavioral deficits
and attenuated oxidative stress and mitochondrial enzyme activities in rat brains [40].
Finally, a study employing radioligand analysis revealed a 35% decrease in the levels of
AT, receptors in the putamen of HD patients in comparison with controls [31].

Herein, we also evaluated the levels of RAS components in the plasma of manifest HD
gene carriers and controls. Patients with manifest HD presented higher circulating levels
of Ang-(1-7) in comparison with controls, which might be a compensatory mechanism in
an attempt to maintain the central nervous system homeostasis.

Although the pathophysiological significance of our findings is yet to be explained,
they may support the scenario of ACE/Ang I/ AT1 receptor axis activation and a counter-
regulatory role of Ang-(1-7) in maintaining the brain function in response to neurodegenera-
tive events. Ithas already been demonstrated that ACE2 plays a neurotrophic and protective
role by activating the ACE2/ Ang-(1-7) /Mas axis, inhibiting cognitive impairment in neu-
rodegenerative diseases [41,42]. For instance, activation of the ACE2/Ang-(1-7)/Mas axis
inhibited cognitive deficits in a rodent model of Alzheimer’s disease, potentially through its
anti-apoptotic, anti-inflammatory, and neurotrophic effects [42]. Accordingly, cerebrospinal
fluid levels of ACE were associated with an Amyloid-£84; burden in patients diagnosed with
Alzheimer’s Disease [43]. Finally, another study that investigated the circulating levels of
RAS components in patients with Parkinson’s disease, also showed that lower circulating
levels of Ang I, Ang II, and Ang-(1-7) were associated with increased severity of depressive
symptoms [44].

A recent study from our workgroup demonstrated that despite the similar plasma
levels of RAS components between controls, premanifest, and manifest HD gene carriers,
there is a positive correlation between ACE2 levels and scores in the Verbal Fluency Test in
HD. Thus, higher levels of ACE2 were associated with better verbal function. A negative
correlation between Ang II levels and general cognition scores in the Mini-Mental State
Examination was also found, indicating that higher concentrations of Ang Il were associated
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with worse cognitive performance [45]. Taken together, these findings support a protective
role of the counter-regulatory axis in HD. Further studies are necessary to better address
whether RAS modulators that potentiate the ACE2 /Ang-(1-7) /Mas receptor axis and/or
inhibit the ACE2 /Angll /AT, receptor axis may improve HD-associated neuronal loss
and symptoms.

In line with our findings, previous studies have demonstrated impairments in the
ACE2/Ang-(1-7) /Mas receptor axis in other neurodegenerative diseases [18,21,39,46,47].
For instance, decreased levels of Ang-(1-7) were reported in the prefrontal cortex and
hippocampus of senescence-accelerated mouse prone 8 (SAMP8) mice, a model for examin-
ing the pathophysiology of early changes in AD [48]. Importantly, an inverse correlation
was also found between concentrations of Ang-(1-7) and tau hyperphosphorylation in
those brain regions [48]. Similar findings were described in P301S mice, an animal model
of tauopathy, supporting the role of the RAS alternative axis in neurodegenerative dis-
eases [46]. In addition, intracerebroventricular infusion of Ang-(1-7) prevented cognitive
decline and attenuated the hippocampal levels of phospho-tau and amyloid-beta peptide
in other rodent models of AD [39,47]. Of note, the administration of A-779, an antag-
onist of the Mas receptor, hampered the beneficial effects of Ang-(1-7), indicating that
the Ang-(1-7) protective activity was mediated by the activation of Mas receptors [47].
Corroborating these findings, the intraperitoneal injection of diminazene aceturate (DIZE),
an ACE2 activator, improved cognitive impairment and synaptic and neuronal losses in
the brains of SAMP8 mice [49]. Evidence from preclinical studies highlights the brain
ACE2/ Ang-(1-7)/Mas receptor axis as a potential target for the treatment of neurodegen-
erative diseases. In humans, a post-mortem study showed a reduction in ACE2 activity
in the mid-frontal cortex of patients with AD compared with age-matched non-demented
controls, corroborating, at least in part, our findings [21]. In addition, patients with AD
had lower plasma levels of Ang-(1-7) than sex and age-matched controls and these levels
were positively correlated with white matter lesions in magnetic resonance imaging [18].

Our findings provide original evidence that changes in the RAS classical and counter-
regulatory axes may play a pathophysiological role in HD. Further studies are necessary
to broaden our knowledge regarding the mechanisms underlying the RAS alternative
arm’s protective effects and whether modulators of RAS might be a promising therapeutic
strategy in HD.

4. Materials and Methods
4.1. Animal Model and Ethical Procedures

Our institutional committee that regulates the use of laboratory animals (Ethics Com-
mittee on Animal Experiments-CEUA /UFMG) approved all experimental protocols under
protocol #036/2013. The FVB/NJ (wild-type-WT) and FVB/N-Tg (HTT * 97Q) IXwy /]
(BACHD) transgenic mice (male) were held in a place with a controlled temperature (23 "C)
in a 12-12h light-dark cycle. Food and water were provided ad libitum in an animal care
facility at our institution. All animals used in this study were genotyped as previously
described by [50]. In this study, we used 24-month-old WT and BACHD mice. We used
24-month-old BACHD animals, as these animals have established brain degeneration [34],
allowing the investigation of potential RAS changes in the main brain areas affected by HD.

4.2. Open Field Test

Spontaneous locomotor activity was assessed using an automatic open field apparatus
(LE 8811 IR Motor Activity Monitors PANLAB, Harvard Apparatus; Barcelona, Spain),
with acrylic box dimensions of 450 x 450 x 200 mm (width x depth x height). The open
field was novel to the animals and the illumination in the room was 200 Ix. Quantification
of total activity was calculated using the ACTITRACK program (Panlab, Barcelona, Spain).
The animals were placed in the center of the open field. The total distance traveled and the
number of rearings were recorded during 10 min [51].
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4.3. Rotarod

A rotarod [Insight, Ribeirdo Preto, Brazil, 40 (w) x 30 (d) x 38 (h) cm; 16 r.p.m.] was
used to evaluate motor coordination. In the rotarod experiments, mice were exposed to
a pretest with 5 sessions of 2 min each. Animals that failed to equilibrate for 2 min in at
least 1 of the 5 attempts were excluded from the experiment. After 24 h, the mice that
completed the previous task were exposed again to the apparatus. Latency to fall from the
rotating cylinder was recorded. The time limit for mice to remain on the rotarod was up to
3005 [52,53].

4.4. Wire Hang Test

The wire hang test was used to assess balance and muscle strength. This apparatus
consists of a box (10 x 10 x 10 cm) and a wire mesh grid on its top. To evaluate muscle
strength, the animals were placed on the wire mesh, which was then inverted so that the
animal gripped the wire. Latency to fall was recorded with a 120 s cut-off time [54].

4.5. Measurement of RAS Contponents

Key brain regions such as the prefrontal cortex, hippocampus, and striatum were
carefully dissected and then homogenized in an extraction solution (100 mg of tissue per
milliliter), containing 0.4 M NaCl, 0.05% Tween 20, 0.5% BSA, 0.1 mM phenylmethylsulpho-
nyl fluoride, 0.1 mM benzethonium chloride, 10 mM EDTA, and 20 KIU aprotinin, using
Ultra-Turrax (IKA®-Werke GmbH & CO, Staufen, Alemanha). Lysates were centrifuged at
13,000 g for 10 min at 4 °C and supernatants were collected. Samples were then thawed
and the tissue levels of ACE, Ang II, ACE2, and Ang-(1-7) were measured by ELISA, accord-
ing to the procedures supplied by the manufacturer (MyBioSource, San Diego, CA, USA).
All kits applied the sandwich ELISA technique, except for the ACE measurement, whose
kit applied the competitive ELISA method. The sensitivity of the assay was 10 pg/mL for
ACE and ACE2; 12 pg/mL for Ang II; and 1.5 pg/mL for Ang-(1-7).

4.6. Measurement of ACE2 Activity

The enzymatic activity of ACE2 was determined in the striatum, prefrontal cortex,
and hippocampus homogenates using a fluorogenic substrate (fluorogenic peptide VI; R
& D Systems, Minneapolis, MN, USA). The enzymatic activity was measured using the
SpectraMax Gemini EM Fluorescence Reader (Molecular Devices, San Jose, CA, USA),
as previously described [55,56]. Samples were read every minute for 60 min, beginning
immediately after the addition of the fluorogenic peptide substrate at 37 °C. The results of
each sample were expressed as arbitrary units (a.u.) corresponding to the average of the
last 5 min of readings when the reaction reached the plateau, corrected for mg of protein,
which was measured by the Bradford method.

4.7. Measurement of RAS Receptors’ mRNA Expression

The striatum, prefrontal cortex, and hippocampus samples were collected immediately
on dry ice and stored at —80 °C to prevent RNA degradation. Total RNA isolation was
performed following the Trizol reagent method (Invitrogen, Life Technologies, Waltham,
MA, USA) according to the manufacturer’s protocol. RNA samples (2 ug) were treated
with DNase to eliminate genomic DNA present in the samples. The mRNA expression
was assessed by qRT-PCR after reverse transcription with Moloney murine leukemia virus
(MML-V) (Invitrogen Life Technologies, Waltham, MA, USA). The cDNA for endogenous
526 ribosomal (endogenous control) and AT, AT, and Mas receptors were amplified using
specific primers and SYBR Green reagent(Applied Biosystems, Waltham, MA, USA). The
reactions were performed using 40 cycles and an annealing temperature of 60 “C (ABI
Prism 7000, Applied Biosystem, Waltham, MA, USA). The gene expression was quantified
using the comparative threshold cycle (Ct) method. Primer sequences were AT;: 5-GGT
GGG AAT ATT GGA AAC AG-3' (forward) and 5-AAG AAG AAA AGC ACA ATC GCC-3’
(reverse); AT;: 5'-GCT GAG TAA GCT GAT TTA TG-3 (forward) and 5TTA AGA CAC
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AAA GGT GTC CA-3 (reverse); Mas receptor: 5'-CCC ACC CAT TCC CAT AGT GC-3'
(forward) and 5-CCG AGA GGA GAG ATG CTC ATG-3’ (reverse); and the endogenous
control 526: 5-CGA TTC CTG ACA ACC TTG CTA TG-3’ (forward) and 5'-CGT GCT TCC
CAA GCT CTA TGT-3’ (reverse).

4.8. Assessment of Plasma Levels of Proteins Related to the RAS in Human Samples

Herein, we included 22 patients with a genetic and clinical diagnosis of HD (manifest
HD) and a group of 16 controls with comparable age, sex, and body mass index (BMI). The
genetic diagnosis was confirmed by a genotype larger CAG allele > 36. The clinical HD
diagnosis was based on the motor signs certainty, i.e., a Diagnostic Confidence Level (DCL)
set to 4 in the Unified HD Rating Scale (UHDRS) (1). Patients were recruited from the
Huntington’s Disease Society of America (HDSA) Center of Excellence at the University of
Texas Health Science Center in Houston (UTHealth). Controls were recruited from the local
community, comprising a group of people with no history of neurological or psychiatric
disorders. All subjects provided written informed consent before admission to the study.
The Research Ethics Committee of UTHealth approved this study.

Ten milliliters of blood were drawn by venipuncture in vacuum tubes containing
heparin, on the same day of the clinical assessment. Blood was collected in a non-fasting
state. Whole blood samples collected were used for plasma obtaining within two hours
of having been drawn. These samples were centrifuged twice at 3000 x g for 10 min ata
temperature of 4 °C. Plasma was collected and stored at —80 °C until assayed. Samples
were then thawed and plasma levels of Ang II, Ang-(1-7), ACE, and ACE2 were measured
by ELISA according to the procedures supplied by the manufacturer (MyBioSource, San
Diego, CA, USA). All kits applied the sandwich ELISA technique, except for the ACE
measurement, whose kit applied the competitive ELISA method. Concentrations were
expressed as pg/mL. The sensitivity of the assays was 1.0 pg/mL for ACE and ACE2;
2.0 pg/mL for Ang-(1-7); and 18.75 pg/mL for Ang IL

4.9. Statistical Analysis

All values of animal protocols were expressed as mean + standard error of the mean
(SEM). Differences among groups were assessed by Student’s t-test. For the protocols using
human samples, the statistical analysis was performed as follows: Association between
dichotomous variables was assessed with Fisher’s exact test. All variables were tested
for Gaussian distribution using the Kolmogorov-Smirnov normality test. Comparisons
between patients and controls were made using the Student’s t-test, when the data were
determined to follow a normal distribution, or the Mann-Whitney test when the variables
did not follow a normal distribution.

All statistical tests were two-tailed and were performed using a significance level of
o = 0.05. Statistical analyses were performed using SPSS software version 25.0 (SPSS Inc,,
Chicago, IL, USA) as well as GraphPad Prism version 6.0 (GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA, USA).
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