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RESUMO

A doença de Huntington (DH) é uma desordem neurodegenerativa de caráter

autossômico dominante, caracterizada por movimentos involuntários, distúrbios

psiquiátricos, cognitivos e que culminam, inevitavelmente, na morte. A causa da DH

é uma expansão poliglutamínica (CAG) no éxon 1 do gene que codifica a proteína

huntingtina. O número de repetições é um fator determinante para a idade de início

dos sintomas e reflete sua gravidade. A doença é marcada pela morte de neurônios,

principalmente, do núcleo caudado, putâmem e neocortex. Além da

neurodegeneração, eventos como a neuroinflamação parecem colaborar para a

patologia da DH. Aumento de células do sistema imune bem como de mediadores

inflamatorios, como citocinas, já foram observados em estudos post-mortem de

cérebros de pacientes com DH. O receptor metabotropico de glutamato 5 (mGluR5)

desempenha papel na regulação de vias intracelulares que estão alteradas na DH e,

ainda, exerce um papel dinâmico na regulação da expressão gênica. O objetivo do

presente trabalho foi avaliar se o mGluR5 desempenha também um papel no

processo inflamatorio associado à DH. Para isso, foi realizado a deleção do gene do

mGluR5 em camundongos modelo da DH (BACHD). Nossos resultados

demonstraram um aumento de microglias e astrocitos no cortex de camundongos

BACHD, mGluR5-/- e BACHD/mGluR5-/- com 12 meses de idade. Além disso, houve

neurodegeneração nos animais BACHD, mGluR5-/- e BACHD/mGluR5-/- com 12

meses de idade na região cortical e estriatal. Por outro lado, nenhuma alteração no

perfil de citocinas inflamatorias foi verificada nesses animais. Porém, a fractalquina

ou CX3CL1 foi significativamente menos expressa no cortex de camundongos

BACHD/mGluR5-/- com 12 meses de idade, o que demonstra sua possível

participação nos eventos associados à neuroinflamação. Ademais, o antagonista do

mGluR5 MPEP foi capaz de aumentar a expressão de CX3CL1 em cultura primária

de neurônio do cortex. Em conjunto, os trabalhos aqui demonstrados corroboram a

participação do mGluR5 nos processos inflamatorios na DH. Por isso, se torna

importante elucidar as vias intracelulares associadas aos processos inflamatorios

que podem ser modificadas através do mGluR5.

Palavras-chave: Doença de Huntington, neuroinflamação, mGluR5 e fractalquina



ABSTRACT

Huntington's disease (HD) is an autosomal dominant neurodegenerative disorder

characterized by involuntary movements, psychiatric and cognitive disorders leading

ultimately to death. The cause of HD is an expanded polyglutamine (CAG) repeat in

the exon 1 of the gene encoding the huntingtin protein. The number of CAG repeats

is a major factor determining disease onset and gravity. HD affects certain brain

areas with the death of neurons especially taking place in the striatum and neocortex.

In addition to neurodegeneration, other events such as neuroinflammation seem to

contribute to HD pathology. Both increased infiltration of immune cells and

inflammatory cytokines have already been seen in post-mortem brains of HD patients.

The metabotropic glutamate 5 receptor (mGluR5) plays a role in the regulation of

intracellular pathways that were shown to be altered in HD and plays a dynamic role

in the regulation of gene expression. The aim of this study was to evaluate whether

mGluR5 also plays a role in the inflammatory process associated with HD. For this,

the deletion of the mGluR5 gene was performed in a mouse model of HD (BACHD).

Our results showed an increase in the number of microglia and astrocytes in the

cortex of BACHD, mGluR5-/- and BACHD/mGluR5-/- mice at 12 months of age. In

addition, neurodegeneration was observed in the cortex and striatum of BACHD,

mGluR5-/- and BACHD/mGluR5-/- animals at 12 months of age. On the other hand, no

changes in the inflammatory cytokine profile were observed in these animals.

However, fractalkine or CX3CL1 was significantly less expressed in the cortex of

BACHD/mGluR5-/- mice at 12 months of age, as compared to control mice, which

demonstrates its participation in the events associated with neuroinflammation. In

addition, the mGluR5 antagonist MPEP was able to increase the expression of

CX3CL1 in primary cortical neuronal culture. Taken together, the studies presented

here indicate that mGluR5 participates in the inflammatory processes that take place

in HD. Therefore, these results highlights the importance to elucidate the

neuroinflammatory pathways that can be modified through mGluR5.

Key-words: Huntington disease, neuroinflammation, mGluR5 and fractalkine
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1 INTRODUÇÃO

1.1 Doença de Huntington

A Doença de Huntington (DH) é uma desordem hereditária,

neurodegenerativa, progressiva e possui caráter autossômico dominante (Vonsattel

et al., 1985; Macdonald et al., 1993). A causa da DH consiste em uma mutação

localizada no braço curto do cromossomo 4 (4p16.3) (Gusella et al., 1983). Trata-se

de uma expansão das repetições de glutamina (CAG) no éxon 1 do gene IT15 que

codifica a proteína huntingtina (htt), descrito pela primeira vez por Macdonald et al.

(1993).

A idade média de início dos sintomas é de 40 anos e o obito do paciente

ocorre 15-20 anos apos o início da DH, como revisado por (Ross e Tabrizi, 2011). O

número de repetições de CAG é inversamente proporcional à idade de início dos

sintomas, sendo que o número dessas repetições de CAG mostram-se instáveis,

com aumentos e diminuições de tamanho entre uma geração e a proxima e com os

maiores aumentos ocorrendo nas transmissões paternas (Duyao et al., 1993). Alelos

com 34 repetições de CAG ou menos não produzem sintomas. Alelos que possuem

de 35 a 39 repetições apresentam penetrância incompleta, enquanto os que

possuem mais de 40 repetições de CAG são considerados totalmente penetrantes,

como revisado por Wexler et al. (2004). O fato de indivíduos com o mesmo número

de repetições, frequentemente, apresentarem idades de início diferentes corrobora o

envolvimento de outros fatores, como modificações genéticas e fatores ambientais,

para o surgimento dos sintomas (Duyao et al., 1993).

Embora tanto a htt selvagem quanto mutada sejam expressas em todas as

células do corpo (Walker, 2007), a neuropatologia da DH é região específica,

marcada principalmente pela atrofia do cortex e dos núcleos caudado e putâmem

(estriado em camundongos), como mostrado por De La Monte et al. (1988). A

diminuição do volume do caudado e putâmem se deve à perda preferencial dos

neurônios espinhosos médios que constituem cerca de 95% da população neuronal

nessa região (Waldvogel et al., 2015). Outras regiões também são acometidas em

menores proporções durante o curso da doença, como o hipocampo, o hipotálamo e

o tálamo. O cerebelo é relativamente poupado na DH (Walker, 2007; Waldvogel et

al., 2015). A proteína htt mutada (httm) pode, ainda, ter seus fragmentos



12

acumulados em corpos de inclusão intranucleares ou intracitoplasmáticos.

Entretanto, ainda é alvo de debate se os agregados podem ser deletérios ou

protetores para os neurônios, evitando o acúmulo de formas solúveis que poderiam

ser mais toxicas (Davies et al., 1997; Arrasate et al., 2004).

A neuropatologia culmina em uma tríade de sintomas típicos da DH,

composta por uma desordem motora progressiva, por distúrbios cognitivos,

resultando em demência, e distúrbios psiquiátricos, incluindo depressão, ansiedade,

apatia, comportamentos obsessivo-compulsivos, vícios e, ocasionalmente, psicose

(Dayalu e Albin, 2015). De maneira geral, a DH pode ser dividida em três estágios

(Nance M et al., 2013). A fase inicial, quando os indivíduos são em grande parte

funcionais e podem, ainda, trabalhar e viver de forma independente. Os sintomas

podem incluir movimentos involuntários menores, perda sutil de coordenação,

dificuldade em pensar em problemas complexos e, eventualmente, depressão,

irritabilidade e ansiedade (Walker, 2007; Nance M et al., 2013). Na fase

intermediária da DH, os indivíduos perdem a capacidade de realizar as atividades

rotineiras sem assistência, e a coreia, principal sintoma da doença, pode ser

proeminente, compreendendo movimentos involuntários menores, vistos mais nas

extremidades do corpo. Com o passar do tempo, a coreia se torna mais evidente,

com movimentos involuntários mais grosseiros, envolvendo músculos proximais

(Dayalu e Albin, 2015). Pessoas nessa fase da DH tem complicações crescentes

com tarefas motoras voluntárias, havendo dificuldades de deglutição. Na fase final

da DH, os pacientes necessitam de assistência para realizar todas as atividades. A

coreia pode ser grave, mas, frequentemente, é substituída por rigidez, distonia e

bradicinesia (Nance M et al., 2013). Sintomas psiquiátricos podem ocorrer. À medida

que os distúrbios motores e cognitivos se tornam graves, os pacientes

eventualmente evoluem para obito, geralmente por complicações de quedas,

inanição, disfagia ou aspiração (Walker, 2007).

A prevalência da DH é maior na Europa, América do Norte e Austrália,

apresentando em média 5,70 acometidos por 100.000 habitantes, enquanto é menor

na população asiática, com valor médio de 0,40 por 100.000 habitantes (Pringsheim

et al., 2012). Um estudo feito por Fisher e Hayden (2014) mostrou que o Canadá

possui uma prevalência estimada em 13,7 por 100.000 na população geral.

Entretanto, existem regiões de maior acúmulo de indivíduos acometidos, como na

região do lago Maracaibo na Venezuela, descrito pela primeira vez por Negrette
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(1955). Em 2004, um estudo mostrou que, vivendo na região do lago Maracaibo e na

área urbana de Maracaibo, existem cerca de 15.000 indivíduos com DH proveniente

de um único fundador (Wexler et al., 2004).

1.2 Modelos animais para Doença de Huntington

Ao contrário da Doença de Alzheimer (DA) e da Doença de Parkinson (DP), a

DH possui causa genética única e definida, o que facilitou o desenvolvimento de

modelos animais para o estudo da doença. O primeiro modelo para DH foi

desenvolvido por Coyle e Schwarcz (1976) utilizando injeções de ácido caínico no

corpo estriado de camundongos induzindo neurodegeneração. No entanto, apos a

descoberta do gene que codifica a httm (Macdonald et al., 1993), diversos modelos

surgiram a fim de tornar os mecanismos moleculares e modificações

comportamentais mais proximos possíveis dos que ocorrem em um paciente com

DH.

Entre os modelos mais usados estão os modelos murinos Knock-in e

transgênicos. Os knock-in são gerados fazendo uma substituição direcionada do

gene endogeno da htt dos camundongos. Esses camundongos apresentam uma

inserção do éxon 1 da htt humana mutada ou uma inserção das repetições

expandidas de CAG (Menalled, 2005). Embora os camundongos knock-in

reproduzam com exatidão o defeito genético da DH, de maneira geral, eles não

exibem o déficit motor robusto e a perda neuronal observada em pacientes com a

DH, como observado em camundongos Hdh(Q111/Q111) (Ribeiro et al., 2013;

Ribeiro, Devries, et al., 2014). Por outro lado, os camundongos knock-in

Hdh(Q150/Q150) apresentam fenotipo mais grave quando comparado a outros

modelos com repetições menores de CAG. O modelo Hdh(Q150/Q150) apresenta

alterações neurologicas robustas como agregados de httm iniciando aos 10 meses

de idade e diminuição do volume cerebral e gliose aos 12 meses de idade (Lin et al.,

2001). Além disso, este modelo apresenta déficits motores iniciando aos 4 meses de

idade, perda de força muscular e diminuição de peso corporal aos 10 meses (Brooks

et al., 2012).

Entre os modelos transgênicos mais utilizados estão o R6/2, expressando

apenas a porção amino-terminal da htt mutada humana, o YAC128 e o BACHD com

a inserção completa do gene da htt humana, com 128 e 97 repetições de CAG,
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respectivamente (Ramaswamy et al., 2007; Gray et al., 2008). Diferentemente dos

modelos knock-in, os transgênicos possuem o gene mutante completo, ou parte dele,

inserido aleatoriamente no seu genoma, levando à expressão de uma proteína

mutante em adição à htt endogena normal do camundongo (Menalled e Chesselet,

2002). O camundongo R6/2 é um modelo robusto, com déficits neurologicos e

comportamentais agressivos com início na 9ª semana de idade e morte ocorrendo

entre 10ª e 13ª semana, o que o torna pouco usual para acompanhamento da

progressão da doença (Mangiarini et al., 1996).

No presente estudo foi utilizado o camundongo BACHD, que expressa a htt

humana completa com adição de 97 repetições de CAA-CAG no éxon 1 (Gray et al.,

2008). O BACHD recapitula várias características fenotípicas chaves da DH,

incluindo déficits motores com início aos 2 meses de idade, alterações cognitivas e

diminuição da atividade sináptica iniciando aos 6 meses e neurodegeneração e

agregados de httm aos 12 meses de idade no cortex e estriado (Gray et al., 2008;

Menalled et al., 2009; Doria et al., 2015).

1.3 A neuroinflamação na Doença de Huntington

A fisiopatologia da DH é definitivamente causada pela presença da httm

(Macdonald et al., 1993). Embora, ainda não tenha sido explicada a morte celular

seletiva, principalmente, de neurônios do caudado e putâmem, já se sabe que outros

mecanismos contribuem para a progressão da DH e para a neurodegeneração

(Crotti e Glass, 2015). Neste contexto, o termo neuroinflamação, que antes era

atribuído apenas a eventos com infiltrados de células imunes periféricas, como em

infecções bacterianas ou virais, tem sido apontado como fator crítico em doenças

neurodegenerativas como DP, DA e DH (Crotti e Glass, 2015; Zeineh et al., 2015;

Chen et al., 2016; Keren-Shaul et al., 2017; Taipa et al., 2017).

As microglias e os astrocitos são células residentes no sistema nervoso

central (SNC) cruciais para a homeostasia cerebral. No cérebro normal essas células,

também chamadas de células da glia, promovem eliminação de detritos,

sustentabilidade estrutural para neurônios, regulação de respostas inflamatorias

exacerbadas e desempenham um importante papel no funcionamento das sinapses

no cérebro adulto e em desenvolvimento (Schafer et al., 2012; Aguzzi et al., 2013;

Chung et al., 2015). No entanto, essas células são capazes de responder a
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estímulos e, sob condições de infecção, lesão ou neurodegeneração, essas células

se tornam "ativadas", em um processo caracterizado pela liberação de mediadores

que promovem inflamação, alterações na morfologia e, em alguns casos, divisão

celular, resultando em aumento do número de células ou "gliose" (Crotti e Glass,

2015; Rocha et al., 2016).

As microglias, principais regentes nos processos inflamatorios, são

macrofagos residentes do cérebro e constituem 10% das células no SNC (Aguzzi et

al., 2013). Essas células estão presentes em todo o cérebro e com distribuição

heterogênea entre as regiões, como mostrado por Lawson et al. (1990). A microglia

é originada a partir de um progenitor mieloide durante a hematopoese (Ginhoux e

Prinz, 2015). No embrião de camundongo, a microglia migra do saco vitelino para o

SNC no 8º e 9º dia embrionário, passando por um desenvolvimento gradual que é

sincronizado com o processo de desenvolvimento cerebral e, posteriormente,

adquire um fenotipo estável essencial para a proteção do cérebro (Ginhoux et al.,

2010; Aguzzi et al., 2013; Ginhoux e Prinz, 2015).

Na DH, através de tomografia de emissão de positron, a ativação microglial foi

mostrada em indivíduos pré-sintomáticos e sintomáticos, tanto nos núcleos caudado

e putâmem como na região cortical, sendo que essa ativação microglial foi

correlacionada ao aumento de marcadores de disfunção neuronal (Tai et al., 2007b)

(Tai et al., 2007a). Foi demonstrada também ativação microglial junto à atrofia

estriatal e cortical em pacientes sintomáticos (Politis et al., 2011). Além disso, foi

visto aumento do número de microglias marcadas com anti-IBA-1 em cérebros post-

mortem de pacientes e camundongos R6/2 a partir de 8 semanas de idade

(Simmons et al., 2007).

Silvestroni et al. (2009) demonstraram, através de PCR quantitativo em tempo

real (RT-qPCR), o nível de expressão de RNAm de genes associados à

neuroinflamação no caudado, putâmem, cortex e cerebelo de amostras provenientes

de cérebros post-mortem de pacientes com DH. Foi encontrada expressão

aumentada de vários mediadores, incluindo ligante de quimiocina (motivo C-C)

(CCL2), fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina 10 (IL-10), no caudado e

putâmem e aumento de interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8) e matrix

metallopeptidase 9 (MMP-9), no cortex. Além disso, o perfil de citocinas inflamatorias

se mostrou alterado no plasma de pacientes em diferentes estágios da doença

(Bjorkqvist et al., 2008).
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Monocitos provenientes do sangue periférico de pacientes pré-sintomáticos e

de camundongos R6/2 e YAC128 foram hiper-reativos quando estimulados com

lipopolissacarídeo (LPS) comparados aos respectivos grupos controles (Bjorkqvist et

al., 2008), sugerindo que a propria httm desencadeia uma ativação imune autônoma

na célula. Corroborando essa hipotese, Crotti et al. (2014) utilizaram linhagens de

microglia expressando os primeiros 548 aa N-terminais da httm ou selvagem para

mostrar que, mesmo na ausência de estimulação, a microglia que expressava a httm

apresentava maior nível de mRNAs que codificam fatores pro-inflamatorios

comparada com as células que expressavam a htt selvagem.

Vias de sinalização intracelular regulam a expressão de genes relacionados à

processos de resposta imune, inflamação, entre outros. Khoshnan et al. (2004)

mostraram que a htt interage diretamente com a proteína IKKgama (IKKγ), ativando

a quinase IKK e aumentando o deslocamento do fator nuclear kappa B (NF-κB) para

o núcleo, levando ao aumento de expressão de genes inflamatorios. Ademais, foi

visto que astrocitos provenientes de camundongos modelos para a DH (R6/2)

também possuem maior atividade de IKK, causando ativação do NF-kB. Estes

astrocitos também produziram um efeito mais prejudicial nos neurônios em culturas

primárias de R6/2 do que os astrocitos selvagens durante a inflamação. Ainda, o

bloqueio de IKK reduziu a toxicidade neuronal causada pelos astrocitos (Hsiao et al.,

2013). É válido ressaltar que os astrocitos são as células da glia mais abundantes no

cérebro (Panatier e Robitaille, 2016) e que o seu aumento já foi visto em cérebros de

paciente com DH (Myers et al., 1991).

Na DH, tanto as microglias quanto os astrocitos expressam a httm (Hsiao et

al., 2013; Crotti et al., 2014). A neuroinflamação na DH parece ser então um evento

adjacente à neurodegeneração, mas também agravado pela presença da httm nas

células do sistema imune do cérebro. Assim, mais estudos são necessários para

elucidar o cenário da neuroinflamação na DH e propor novas alternativas

terapêuticas.

1.4 O receptor metabotropico de glutamato 5

O aminoácido glutamato tem sido estudado há décadas, não so pela

importância no metabolismo celular, mas, também, pelo seu papel na

neurotransmissão (Amchova-Prazakova, 1955; Roberts, 1974). Reconhecido como
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principal neurotransmissor excitatorio no SNC de mamíferos, desempenha

importante função no aprendizado, memoria e plasticidade sináptica (Willard e

Koochekpour, 2013). Há anos o glutamato foi implicado na neurotoxicidade (Choi,

1985; 1987; Choi et al., 1988), ganhando destaque nos estudos das doenças

neurodegenerativas (Greenamyre et al., 1985; Difiglia, 1990).

O glutamato age através de dois tipos de receptores: Os receptores

ionotropicos (iGluRs) e os metabotropicos (mGluRs), como revisado por (Ribeiro et

al., 2017). Os iGluRs são canais iônicos dependentes do ligante e medeiam a

neurotransmissão excitatoria rápida, incluindo receptores de N-metil D-Aspartato

(NMDA), alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico (AMPA) e os de cainato.

Os mGluRs são receptores que iniciam sua cascata de sinalização apos o

desacoplamento da proteína Gα-βγ (Willard e Koochekpour, 2013).

Todos os mGluRs compartilham uma arquitetura básica: Um domínio amino-

terminal para ligação do glutamato; um domínio rico em cisteína crítico para

dimerização e ativação; sete alças transmembranares e uma extremidade C-terminal

(Seebahn et al., 2013). Com base na homologia de sequência e sinalização

intracelular via segundos mensageiros, os mGluRs são categorizados nos grupos I,

II e III. O grupo I inclui mGluRs 1 e 5, o grupo II inclui mGluRs 2 e 3 e, finalmente, o

grupo III inclui mGluRs 4, 6, 7 e 8 (Panatier e Robitaille, 2016; Ribeiro et al., 2017).

O mGluR5 é acoplado à proteína Gαq/11 e, uma vez acionado, leva à ativação

da proteína fosfolipase C (PLC) que hidrolisa o fosfotidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2)

em 1,2,-diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5 trifosfato (IP3), levando à liberação de

Ca2+ dos estoques intracelulares e ativação da proteína quinase C (PKC). A PKC,

por sua vez, pode ativar proteínas importantes para a regulação celular como

proteínas quinases ativadas por mitogenos (MAPKs) e quinase regulada por sinal

extracelular ERK1/2 (Willard e Koochekpour, 2013; Ribeiro, Hamilton, et al., 2014).

Além disso, o mGluR5 interage com a proteína HOMER, sendo capaz de ativar AKT

e ERK1/2 (Rong et al., 2003; Mao et al., 2005; Nicodemo et al., 2010).

No cérebro de roedores, o mGluR5 é expresso por diferentes regiões como

bulbo olfatorio, cortex, hipocampo, estriado e núcleo accumbens (Shigemoto et al.,

1993; Romano et al., 1995). Ademais, além de ser expresso por neurônios (Doria et

al., 2015), o mGluR5 está presente em microglias e astrocitos (Biber et al., 1999;

Byrnes et al., 2009; Panatier e Robitaille, 2016).
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Em um estudo de ativação de microglia por LPS, o mGluR5 foi responsável

pela oscilação de Ca²+ intracelular e ativação de NF-kB em uma via independente da

via clássica por Receptor Toll do tipo 4 (TLR4) (Liu et al., 2014). Neste mesmo

estudo, foi visto que o mGluR5, juntamente com o TLR4, foi capaz de atenuar a

liberação de TNF, (fator de necrose tumoral) um fator conhecido por estimular

cascatas inflamatorias e provocar danos e morte neuronal (Zhao et al., 2001).

O mGluR5 está amplamente expresso no SNC e em diferentes tipos celulares.

Além disso, sua capacidade de ativar vias intracelulares importantes para a

sobrevivência neuronal (Rong et al., 2003) e transcrição gênica (Gass e Olive, 2008)

o torna importante alvo em processo patologicos, principalmente no que diz respeito

a doenças neurodegenerativas.

1.5 mGluR5 e a Doença de Huntington

O mGluR5 parece desempenhar um papel importante na DH, visto que é

expresso nas principais regiões acometidas pela doença (Shigemoto et al., 1993).

Anborgh et al. (2005) demonstraram que a htt interage com o mGluR5 através da

proteína optineurina. Além disso, a proteína httm interage com o receptor de IP3 no

retículo endoplasmático, aumentando a liberação de Ca2+ intracelular (Tang et al.,

2003).

Ribeiro et al. (2010) demonstraram, através de cultura primária de neurônios

estriatais, que os camundongos knock-in para DH Hdh(Q111/Q111) apresentam

alterações nas vias de sinalização intracelulares do mGluR5. Apesar de haver menor

formação de IP3, o agonista do mGluR5 aumentou a liberação de Ca2+ dos

camundongos Hdh(Q111/Q111), quando comparados ao grupo controle. Por outro

lado, a ativação da AKT foi maior em camundongos Hdh(Q111/Q111) e a

estimulação do mGluR5 também aumentou os níveis de ERK ativada.

O knock-out do mGluR5 em camundongos Hdh(Q111/Q111) promoveu uma

melhora do desempenho no teste motor Rota-Rod e diminuiu o número de inclusões

intranucleares de httm (Ribeiro, Devries, et al., 2014). Porém, o tratamento crônico

de camundongos R6/2 com o antagonista do mGluR5 methyl-6-(phenylethynyl)-

pyridine (MPEP), apesar de ter levado a um leve aumento da sobrevida e a uma

melhora na performance no Rota-Rod, não promoveu uma melhora nos agregados

de httm (Schiefer et al., 2004).
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Interessantemente, camundongos BACHD, quando tratados cronicamente

com moduladores alostéricos positivos do mGluR5 (PAMs), obtiveram aumento da

ativação de AKT sem aumentar a concentração intracelular de Ca2+. Este efeito

resultou em proteção dos neurônios estriatais contra a morte induzida por glutamato

(Doria et al., 2013). Mais recentemente, o tratamento crônico de camundongos

BACHD com o PAM CDPPB durante 18 semanas aumentou a fosforilação de AKT e

ERK1/2 e aumentou a expressão de mRNA de BDNF, proteínas importantes para a

sobrevivência neuronal. O tratamento crônico com CDPPB também foi capaz de

prevenir a morte celular que ocorre no estriado de camundongos BACHD e diminuir

a formação de agregados httm (Doria et al., 2015).

Em conjunto, os estudos aqui reportados corroboram a participação do

mGluR5 na DH e sua possível intervenção como alvo terapêutico. Por isso, se torna

importante elucidar as vias intracelulares que podem ser modificadas através do

mGluR5. Embora o mGluR5 tenha sido implicado em processos relativos à

neuroinflamação, nenhum estudo mostrou seu envolvimento na neuroinflamação na

DH.



20

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar se o mGluR5 desempenha um papel nos processos inflamatorios

associados à DH.

2.2 Objetivos específicos

 Avaliar as populações de microglias e astrocitos através de

Imunohistoquímica, durante a progressão da DH, no cortex e estriado de

camundongos BACHD, BACHD/mGluR5-/-, WT e mGluR5-/- com 2, 6 e 12

meses de idade.

 Avaliar a neurodegeneração, através de Imunohistoquímica, durante a

progressão da DH, no cortex e estriado de camundongos BACHD,

BACHD/mGluR5-/-, WT e mGluR5-/- com 2, 6 e 12 meses de idade.

 Analisar a expressão de mediadores inflamatorios associados à DH em

diferentes regiões do cérebro de camundongos BACHD, BACHD/mGluR5-

/-, WT e mGluR5-/- com 2, 6 e 12 meses de idade.

 Analisar a expressão de fractalquina (CX3CL1) no cortex de camundongos

BACHD, BACHD/mGluR5-/-, WT e mGluR5-/- com 2, 6 e 12 meses de idade

através do método de RT-qPCR
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3 MATERIAIS

2–propanol, solução de Betaína, cloroformio, dimetilsulfoxido (DMSO), etanol,

NaCl, paraformaldeído, proteinase K, solução Tris (hidroximetil) aminometano–

hidroclorídrico (Tris HCl) e solução tris (hidroximetil) aminometano - ácido

etilenodiamino tetra-acético (Tris-EDTA) foram adquiridos da Sigma Aldrich®. Tubos

tipo eppendorff e ponteiras de micropipetas foram adquiridos da Axygen Brasil.

Agarose, sacarose e sulfato dodecil de sodio (SDS) foram adquiridos tanto da

empresa HEXAPUR quanto da Sigma Aldrich®. (dNTPs) foram adquiridos da

Thermo Scientific®. H2O Nucleasefree foi adquirida da Ambion®. Os iniciadores

utilizados para as reações de PCR e qPCR estão devidamente descritos nas tabelas

1 e 2 e foram adquiridos da Sintese Biotecnologia. O kit Power SYBR® Green PCR

Master Mix, bem como o SYBR® Safe foram adquiridos pela Thermo Scientific®.

Lamínulas de 12mm e laminas foram adquiridas pela Pro cito Laboratorios. Os kits

Vectastain Elite ABC (Mouse e Rabbit IgG) e Vector SG Peroxidase Substrate foram

adquiridos da Vector Laboratories. O anticorpo anti-s100B é proveniente da Cell

Signaling Technology, o anti-IBA-1 é da marca WAKO e o anticorpo anti-núcleo

neuronal – NeuN foi adquirido da empresa INVITROGEN. O modulador alostérico

positivo VU0409551 é proveniente da VCNDD, já o antagonista de mGluR5: -methyl-

6-(phenylethynyl)-pyridine (MPEP) e o Agonista (S)-3,5-DHPG são provenientes da

Tocris Bioscience.
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4 MÉTODOS

4.1 Modelos animais

O trabalho foi realizado com camundongos das linhagens mGluR5 knockout,

o C57/B6;129-Grm5tm1Rod/J (mGluR5-/-), e modelos transgênicos para DH FVB/NJ

(wild type) e FVB/N-Tg(HTT*97Q)IXwy/J (BACHD) obtidos do The Jackson

Laboratory (Bar Habor, ME, USA). Os animais foram criados e mantidos no biotério

do Departamento de Bioquímica e Imunologia do Instituto de Ciências Biologicas da

UFMG em ciclo de 12 horas claro/escuro, com temperatura constante de 23°C e

recebendo água e ração ad libitum. Os procedimentos experimentais utilizados neste

trabalho estão em concordância com as normas e receberam aprovação do CEUA-

UFMG (Comitê de Ética em Experimentação Animal – UFMG), parecer nº 234/2016

(Anexo 1). As culturas primárias de neurônios foram realizadas utilizando os

embriões de camundongos E15 (embriões com 15 dias de gestação) dos

camundongos C57.

Para geração dos duplos mutantes, foi realizado o cruzamento entre os

camundongos mGluR5-/- e os camundongos BACHD, obtendo-se a linhagem

parental F1. Posteriormente, os camundongos F1 foram cruzados entre si para

obtenção das linhagens de interesse (F2): WT, mGluR5-/-, BACHD e

BACHD/mGluR5-/- (duplo mutante). Apenas camundongos F1 foram utilizados para

cruzamentos e os camundongos heterozigotos F2 forma descartados.

4.2 Genotipagem

4.2.1 Extração de DNA

A extração do DNA foi realizada a partir de tecidos dos camundongos FVB

(WT e BACHD). As amostras foram adicionadas a 500 µL de solução de extração

(H2O, SDS 10%, Tris-EDTA, NaCl, Proteinase K) e deixadas overnight em banho-

maria a 55ºC. Seguiu-se centrifugação a 16.000 g por 10 min à temperatura

ambiente. O sobrenadante foi transferido para novos tubos eppendorfs contendo 500

µL de isopropanol. A seguir, foi realizada a homogeneização (10x) e uma nova etapa
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de centrifugação a 16.000g por 10 min à temperatura ambiente. Apos esta etapa, o

sobrenadante foi descartado e os tubos foram deixados invertidos e abertos para

secar por pelo menos 1 hora. Apos este tempo, foi adicionado 200 μL de solução TE

0,5X (Tris HCl 1M, EDTA 0,5M, H2O) e os tubos foram deixados no banho-maria a

37ºC por no mínimo 1 hora. As amostras de DNA foram armazenadas a 4ºC.

4.2.2 Amplificação do DNA para identificação da huntingtina mutante

Os iniciadores utilizados nas reações em cadeia da polimerase (PCR) para

identificar as linhagens mutantes (BACHD) e homozigotas selvagens (WT) foram

obtidos a partir do Jackson Laboratory, desenvolvidos a partir da sequência

depositada no GenBank sob o identificador NM_010414.2. As características dos

iniciadores, tais como sequência e tamanho dos amplicons gerados são mostrados

na tabela 1 e um exemplo da identificação é mostrado na figura 1.

As reações foram realizadas utilizando 0,25 U da enzima Taq DNA

polimerase (Invitrogen); 2,0 mM de betaína (5M); 0,5 mM de DMSO; 0,2 mM de

dNTPs; 1,00 μM de cada iniciador (tabela 1); 500 ng de DNA genômico, juntamente

com o tampão fornecido pelo fabricante diluído para 1X, num volume final de 12 μL

de reação. O programa de amplificação no termociclador apresenta uma etapa de

desnaturação inicial a 94ºC por 5 min, seguida de 35 ciclos formados por uma etapa

de desnaturação a 94ºC por 20 segundos, uma etapa de anelamento a 57ºC por 20

segundos e uma etapa de extensão a 70ºC por 90 segundos. A ciclagem termina

com uma etapa de extensão final a 72ºC por 7 min.

Tabela 1- Iniciadores utilizados no PCR convencional para htt.

Primer Sequência Amplicon %CG

HTT-M4F TGAATTGTACAGCCGATGGA 157 53,4

HTT-M4R CCGTAGTTCTGTCAGCGTCA 157 57,5

Apos a amplificação, 12 μL do produto de PCR juntamente com 3 μL de

tampão de amostra 5x foram aplicados em gel não desnaturante contendo 2% de
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agarose, SYBR® Safe e solução tampão Tris-Acetato-EDTA (TAE) 0,5X. O gel foi

acondicionado em uma cuba de eletroforese horizontal preenchida com TAE 0,5X e

submetido a uma corrente de 100 volts por 30 min. A captura da imagem foi

realizada utilizando o equipamento ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare Life

Sciences).

Figura 1. Gel de agarose para genotipagem dos camundongos BACHD: A primeira canaleta
representa o padrão de 1Kb, as canaletas 2 e 3 representam os controles negativo e positivo.
Camundongos 1 e 2 são WT e não possuem amplificação da htt mutada. Os camundongos 3, 4, e 5
apresentam amplificação da banda com 650pb, indicando a presença da htt mutada.

4.2.3 Amplificação do DNA para identificação do mGluR5

Os iniciadores utilizados nas reações em cadeia da polimerase (PCR) para

identificar as linhagens homozigotas mutantes (mGluR5-/-), heterozigotas (mGluR5+/-)

e homozigotas selvagens (mGluR5+/+) foram obtidos a partir do Jackson Laboratory,

desenvolvidos a partir da sequência depositada no GenBank sob o identificador

NM_001081414.2. A reação é realizada através da técnica de Multiplex PCR, no

qual vários iniciadores são utilizados, permitindo a identificação das linhagens numa

mesma reação de PCR. As características dos iniciadores, tais como sequência e

tamanho dos amplicons gerados são mostrados na tabela 2, e um exemplo da

identificação é mostrado na figura 2.
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Tabela 2- Iniciadores utilizados no PCR convencional para mGluR5.

Nome no estoque Sequência Amplicon %CG

Primer comum CACATGCCAGGTGACATCAT 50

Selvagem – reverso CCATGCTGGTTGCAGAGTAA 442 50

Mutante - reverso CACGAGACTAGTGAGACGTG 650 55

Figura 2. Genotipagem de camundongos mutantes para o gene mGluR5. O amplicon gerado
pelos iniciadores da linhagem mGluR5-/- possui 650 pb (Canaleta 1), da linhagem mGluR5+/- possui
650 e 442 pb (Canaleta 2) e da linhagem mGluR5+/+ (Canaleta 3) possui 442 pb.

As reações foram realizadas utilizando 0,25 U da enzimaTaq DNA polimerase

(Invitrogen), 2,00 mM de MgCl2; 0,2 mM de dNTPs; 1,00 μM de cada iniciador (tabela 1),

500 ng de DNA genômico, juntamente com o tampão fornecido pelo fabricante diluído para

1X, num volume final de 12 μL de reação. O programa de amplificação no termociclador

apresenta uma etapa de desnaturação inicial a 94ºC por 3 min, seguida de 35 ciclos

formados por uma etapa de desnaturação a 94ºC por 45 segundos, uma etapa de

anelamento a 60ºC por 45 segundos e uma etapa de extensão a 72ºC por 45

segundos. A ciclagem termina com uma etapa de extensão final a 72ºC por 2 min.

Apos a amplificação, 12 μL do produto de PCR juntamente com 3μL de

tampão de amostra 5x foram aplicados em gel não desnaturante contendo 2% de

agarose, SYBR® Safe (Life Technologies) e solução tampão Tris-Acetato-EDTA

(TAE) 0,5X. O gel foi acondicionado em uma cuba de eletroforese horizontal

preenchida com TAE 0,5X e submetido a uma corrente de 100 volts por 30 min. A

captura da imagem foi realizada utilizando o equipamento ImageQuant LAS 4000.
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Apenas os camundongos homozigotos mGluR5+/+ e mGluR5-/- foram utilizados neste

estudo.

4.3 Transcrição reversa e PCR quantitativo (RT-qPCR)

Amostras das regiões cerebrais do cortex, estriado, hipocampo e cerebelo

das linhagens WT, mGluR5-/-, BACHD e BACHD/mGluR5-/- com 2, 6 e 12 meses de

idade foram retiradas por microdissecção em solução salina. O RNA total das

amostras foi isolado pelo método utilizando TRIzol® (Invitrogen, Burlington, EUA),

segundo instruções do fabricante. O RNA foi ressuspendido em 40 μL de água livre

de nucleases, tendo sua concentração e qualidade analisadas por espectrofotômetro

(NanoDrop – ThermoScientific, Wilmington, USA) e eletroforese em gel de agarose,

respectivamente. Os cDNAs foram preparados a partir de 2 μg de RNA total em 20

μL de reação de transcrição reversa.

O PCR quantitativo (qPCR) foi realizado utilizando o kit Power SYBR® Green

PCR Master Mix, segundo protocolo do fabricante. Para isso, foram utilizadas as

plataformas de PCR em tempo real StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems e

QuantStudio™ 6 & 7 Flex Real-Time PCR System. A reação de qPCR foi realizada a

fim de quantificar os níveis de mRNA dos genes descritos na tabela 3. Os

iniciadores, dos respectivos genes, foram desenhados com o auxílio do software

Primer3plus (Untergasser, Nijveen et al. 2007) (tabela 3). Os iniciadores foram

checados utilizando a ferramenta Primer-BLAST (Ye, Coulouris et al. 2012) para

avaliação in silico da sua especificidade para com seus alvos.

As amostras foram preparadas em triplicatas e as variações da expressão

gênica foram determinadas pelo método do ΔCt utilizando o gene da actina

(NM_007393.3) como gene constitutivo normalizador. Todas as reações de RT-

qPCR mostraram boa qualidade de amplificação e a eficiência dos iniciadores foi

testada pelo método de diluição seriada.
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Tabela 3- Características dos iniciadores utilizados nas reações de qPCR

Código Sequência Amplicon
(pb)

Tm
(ºC)

%GC Nº do
Identificador

Mn-Actina.R AATGCCTGGGTACATGGTGGTA
122

58,4 50
NM_007393.3

Mn-Actina.F TGGAATCCTGTGGCATCCATGA 58,6 50

Mm-CX3CL1. F CGACAAGATGACCTCACGAA
100

59,8 50

Mm-CX3CL1.R CTGTGTCGTCTCCAGGACAA 59,9 55

Mm- TNF. F GCTGAGCTCAAACCCTGGTA
118

59,68 55
NM_013693

Mm- TNF. R CGGACTCCGCAAAGTCTAAG 58,37 55

Mm- Il1b. F GGGCCTCAAAGGAAAGAATC
183

56,37 50
NM_008361.4

Mm- Il1b. R TACCAGTTGGGGAACTCTGC 59,31 55

Mm- CX3CR1. F TGCCTTCTTCCTCTTCTGGA
161

60,1 50

Mm- CX3CR. R TAAAGGGGTTGAGGCAACAG 60,1 50

Mm- MCP-1. F CCCAATGAGTAGGCTGGAGA
210

60,2 55

Mm- MCP-1. R GCTGAAGACCTTAGGGCAGA 59,6 55

Mm-C3-F AAGCATCAACACACCCAACA
172

60 45%
Mn-C3-R CTTGAGCTCCATTCGTGACA 60 50%

Mm- C4b. F AAA CAA CCA CAA CAT GCT GC
79

58,06 45 XM_00652353
2.3Mm- C4b. R GTT CTC TGG GAA GGA GGT GC 60,04 60

4.4 Imunohistoquímica

Os animais WT, mGluR5-/-, BACHD e BACHD/mGluR5-/- com 2, 6 e 12 meses

de idade foram eutanasiados e seus cérebros removidos e armazenados em

paraformaldeído 4% em PBS por 72 horas e, em seguida, colocados em sacarose

30% em PBS overnight, a 4˚C. Os cérebros foram fatiados a 40 μm utilizando um

criostato, e as fatias foram armazenadas no freezer em solução crioprotetora. Por

meio de fatias “free-floating”, foi utilizado o protocolo de detecção através da enzima

peroxidase. Em resumo, a atividade endogena da peroxidase foi extinguida

utilizando 0,3% de peroxido de hidrogênio. Em seguida as fatias foram lavadas 2 x

de 5 min com PBS 1X, seguido de permeabilização com Triton (X-100) 1% for 10

min. As ligações não específicas foram bloqueadas utilizando 1,5% de soro de cabra

( Para S-100B e IBa-1) e soro de cavalo (para Neun) (Vector Elite Kit) por 30 min,
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seguido de incubação com o anticorpo coelho anti-S100β (1:1000), anti-IBA-1 (1:500)

e camundongo NeuN (1:1000) em PBS contendo 2% de soro de cabra ou cavalo e

3% de BSA por 90 min a 4˚C. Em seguida, as fatias foram incubadas com o

anticorpo secundário anti-camundongo ou anti-coelho(1:1000) conjugado com a

biotina (Vector Elite Kit) por 90 min a 4˚C. Finalmente, as fatias foram incubadas com

uma solução contendo a enzima peroxidase complexada a avidina (Vector Elite Kit)

por 90 min a 4ºC. A imunomarcação foi visualizada utilizando o substrato da enzima

peroxidade e o cromogeno (Vector Elite Kit). As fatias foram montadas em lâminas e

visualizadas utilizando o Axio Imager A2-Carl Zeiss Microscope com lente Zeiss de

20x. Uma área representativa de 710x532 μm das imagens das regiões do cortex e

estriado foram analisadas. O número de células foi contado utilizando a ferramenta

cell counter do software ImageJ (NIH, USA).

4.5 Extração de proteína

Os animais WT, mGluR5-/-, BACHD e BACHD/mGluR5-/- com 2, 6 e 12 meses

de idade foram eutanasiados e seus cérebros removidos. As regiões corticais e

estriatais foram dissecadas e colocadas em tampão de extração de citocinas (NaCl

0,4 M; tween 20 0,05%; BSA bovino 0,5%; Cloreto de benzetônio 0,1 mM; Fluoreto

de fenilmetilsufonila (PMSF) 0,1 mM e ajustado para 100 mL de solução EDTA

(10mM; 20 UI de aprotinina) preparada a partir do tampão fosfato). A ruptura celular

e extração das citocinas foram feitas com o auxílio de um homogeneizador de

amostras mecânico. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos à

10.000 rpm, o sobrenadante foi aspirado e armazenado sob refrigeração (-80ºC) até

o momento do uso para CBA.

4.6 Cytometric Bread Array® (CBA)

O kit de CBA mouse Th1/Th2/Th17 de citocinas foi utilizado conforme manual

de instruções fornecido pela BD® e protocolo empregado por Barbosa e

colaboradores (De Miranda et al., 2016). De maneira resumida, apos preparo das

esferas de captura utilizando os reagentes do kit, 25 µL do sobrenadante das

amostras preparadas foram adicionadas a 25 µL de solução contendo as esferas de

captura em uma placa de 96 poços e incubadas protegidas da luz por 2 horas. Apos
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a incubação, a placa foi centrifugada por 5 min a 200 g e seu sobrenadante aspirado

e descartado. Foi adicionado 100 µL de tampão de lavagem e submetido a um ciclo

de centrifugação 5 min a 200 g, processo esse realizado num total de 2 vezes. Apos

a última lavagem, foram adicionados 100 µL tampão de lavagem e misturados por 2

min a 1.100 rpm. Esse conteúdo foi transferido para tubos cônicos de polipropileno

de 15 ml para leitura pelo citômetro BD FACSCanto® com capacidade de leitura de

laser para faixas de 488, 532 633 ou 635 nm e capaz de distinguir fluorescências

entre 576, 660 e >680 nm.

4.7 Cultura primária de neurônios

As culturas neuronais foram preparadas a partir da região cortical do cérebro

de embriões E15. Apos a dissecação, o tecido cortical foi submetido à digestão por

tripsina, seguido de dissociação celular utilizando uma pipeta-Pasteur polida no fogo.

As células foram adicionadas ao meio Neurobasal suplementado com N2 e

B27, 2 mM de GlutaMAX, 50 µg/ml penicilina, e 50 μg/ml estreptomicina e em

seguida plaqueadas em placas de 12 poços previamente preparadas com poli-L-

ornitina. As células foram incubadas a 37ºC e 5% CO2 ao longo de 10 a 12 dias in

vitro, sendo o meio trocado a cada 4 dias.

4.8 Estimulação dos neurônios

A cultura primária de neurônios, obtida de embriões de camundongos C57,

foram incubadas com 500 µL de HBSS com Ca²+ durante cinco min na ausência de

meio neurobasal à 37ºC antes do ensaio de estimulação. Em seguida, foram

administrados 10 µM de DHPG, em duplicatas, por diferentes tempos (60, 30, 15, 5,

2 e 0 min) para obtenção da curva tempo resposta. Para o ensaio com MPEP e

VU0409551, da mesma maneira, foi adicionado 500 µL de HBSS com Ca²+. Quando

usado, o MPEP foi adicionado cinco minutos antes e, apos isso, os neurônios foram

estimulados com 10 µM de DHPG e 10 µM de VU0409551 pelos 15 min seguintes.

Apos o ensaio, os neurônios foram lavados 1 vez com HBSS pré aquecido e, em

seguida, lisados com 1 ml de trizol para extração de RNA.
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4.9 Análise estatística

O programa Graph Pad PRISM (versão 6.01 Graph Pad Software Inc.) foi

utilizado para as análises estatísticas. Os resultados de q-PCR, Imunohistoquímica e

estimulação de neurônios foram examinados através do teste de análise variância

one-way ANOVA. Para tal, foi utilizado o teste post-hoc de Dunnett que compara

simultaneamente os valores obtidos com o controle pré-determinado, como indicado

nas legendas das figuras. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Há aumento do número de microglias no cortex dos camundongos BACHD,

mGluR5-/- e BACHD/ mGluR5-/- com 12 meses de idade

A neuroinflamação é permeada por eventos que ocorrem tanto a nível

molecular quanto celular. Estudos em cérebros post-mortem mostraram que, na DH,

há aumento do número de células da glia, bem como sua ativação em substratos

neuronais envolvidos na doença (Vonsattel et al., 1985; Myers et al., 1991). Além

disso, já foi visto que modelos como o R6/2 apresentam aumento de microglias no

estriado a partir de 10 meses de idade (Simmons et al., 2007). Para avaliar se a

presença da httm e o mGluR5 interferem na população de microglias, foi utilizada a

técnica de Imunohistoquímica em cortes coronais do corpo estriado marcados com

anticorpo anti-Iba-1. As diferentes linhagens de animais: WT, que são os animais

controle; os mGluR5-/-, que não expressam o mGluR5; os BACHD, que expressam a

httm; e os BACHD/mGluR5-/-, que expressam a httm e não apresentam o mGluR5;

foram analisadas com 2, 6 e 12 meses de idade, com o objetivo de avaliar a

progressão da DH. O número de microglias dos animais BACHD, mGluR5-/- e

BACHD/mGluR5-/- não foi diferente do grupo controle com 2, 6 ou 12 meses de

idade quando foi analisada a região do corpo estriado (figura 3).

Como visto anteriormente, além do estriado, o cortex é uma região acometida

na DH e alterações inflamatorias nesse substrato neural foram vistas em diversos

estudos (Sapp et al., 2001; Pavese et al., 2006; Simmons et al., 2007; Tai et al.,

2007b; a; Politis et al., 2011). A fim de investigar o envolvimento do mGluR5 e a httm

na população de microglias na região cortical, os cortes histologicos referentes a

essa região foram submetidos à imunohistoquímica, analisados e o número de

microglias contabilizado. Com 2 e 6 meses de idade não houve diferença entre as

linhagens analisadas (figura 4A e 4B). Porém, com 12 meses de idade os

camundongos BACHD, mGluR5-/- e BACHD/mGluR5-/- apresentaram um maior

número de microglias quando comparado ao grupo controle, como pode ser

observado nas imagens representativas (figura 4D), bem como na quantificação

desse resultado (figura 4C).
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Figura 3. Não há diferença no número de micróglias no estriado dos camundongos WT,
BACHD, mGluR5-/- e BACHD/mGluR5-/- com 2, 6 ou 12 meses de idade. Os gráficos mostram a
quantificação do número de células marcadas com o anticorpo anti-IBA-1 dos camundongos com 2 (A)
(n=4), 6 (B) (n=4) e 12 meses de idade (C) (n=6). Os dados representam a média ± SEM obtida a
partir de 6 fotos tiradas para cada animal. A imagem (D) mostra cortes histologicos representativos da
região do Estriado de camundongos das linhagens WT, mGluR5-/-, BACHD e BACHD/mGluR5-/- com
12 meses de idade.
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Figura 4. Há microgliose no córtex de BACHD, mGluR5-/- e BACHD/ mGluR5-/- com 12 meses de
idade. Os gráficos mostram a quantificação do número de células marcadas com o anticorpo anti-
IBA-1 dos camundongos com 2 (A) (n=4), 6 (B) (n=4) e 12 meses de idade (C) (n=6). Os dados
representam a média ± SEM obtida a partir de 6 fotos tiradas para cada animal. A imagem (D) mostra
cortes histologicos representativos da região cortical de camundongos das linhagens WT, mGluR5-/-,
BACHD e BACHD/mGluR5-/- com 12 meses de idade. * representa p<0,05 no teste one way ANOVA
quando comparado à linhagem WT.

5.2 O cortex de camundongos BACHD, mGluR5-/- e BACHD/mGluR5-/- apresenta

astrogliose com 12 meses de idade

Juntamente com a microgliose, um aumento no número dos astrocitos já tinha

sido relatado em estudos post-mortem utilizando cérebros de pacientes com DH

(Vonsattel et al., 1985; Myers et al., 1991). A fim de investigar se há envolvimento do

mGluR5 e da httm com a população de astrocitos, submeteu-se cortes histologicos

dos animais WT, BACHD, mGluR5-/- e BACHD/mGluR5-/- à imunohistoquímica

utilizando o anticorpo anti-S100-β, específico para astrocitos. Primeiramente, foi

analisada a região estriatal e, assim como no caso da população de microglias, não

houve diferença no número de astrocitos em animais com 2, 6 ou 12 meses de idade

(figura 5).
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Figura 5. Não há diferença no número de astrócitos no estriado dos camundongos WT, BACHD,
mGluR5-/- e BACHD/mGluR5-/- com 2, 6 ou 12 meses de idade. Os gráficos mostram a
quantificação do número de células marcadas com o anticorpo anti-S100-β dos camundongos com 2
(A) (n=4), 6 (B) (n=4) e 12 meses de idade (C) (n=6). Os dados representam a média ± SEM obtida a
partir de 6 fotos tiradas para cada animal. A imagem (D) mostra cortes histologicos representativos da
região do Estriado de camundongos das linhagens WT, mGluR5-/-, BACHD e BACHD/mGluR5-/- com
12 meses de idade.

Em seguida, analisou-se o número de astrocitos no cortex dos camundongos.

Observou-se que, com 2 meses de idade, não houve diferença entre as linhagens

(figura 6A). Entretanto, com 6 meses de idade, os camundongos mGluR5-/- já

apresentaram maior número de astrocitos quando comparados ao grupo WT (figura

6B). Com 12 meses de idade, os camundongos BACHD, mGluR5-/- e

BACHD/mGluR5-/- apresentaram maior número de astrocitos comparados ao grupo

controle, como pode ser observado nas imagens representativas (figura 6D), bem

como na quantificação desse resultado (figura 6C).
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Figura 6. O número de astrócitos encontra-se aumentado na região do córtex dos animais
mGluR5-/- com 6 meses de idade e em animais BACHD, mGluR5-/- e BACHD/mGluR5-/- com 12
meses de idade. Os gráficos mostram a quantificação do número de células marcadas com o
anticorpo anti-S100-β dos camundongos com 2 (A) (n=4), 6 (B) (n=4) e 12 meses de idade (C) (n=6).
Os dados representam a média ± SEM obtida a partir de 6 fotos tiradas para cada animal. A imagem
(D) mostra cortes histologicos representativos da região cortical de camundongos das linhagens WT,
mGluR5-/-, BACHD e BACHD/mGluR5-/- com 12 meses de idade. * representa p<0,05 no teste one
way ANOVA quando comparado à linhagem WT.

5.3 Camundongos BACHD, mGluR5-/- e BACHD/mGluR5-/- apresentam perda

neuronal com 12 meses de idade na região cortical e estriatal

Sapp et al. (2001) demonstraram que, em cortex, caudado e putâmem de

pacientes, o acúmulo de microglias reativas ocorre paralelamente ao aumento da

perda neuronal. Ademais, mediadores inflamatorios provenientes de células da glia

reativas podem contribuir para o aumento da morte neuronal que, por sua vez, pode

ativar mecanismos que contribuem para a inflamação, como revisado por (Rocha et

al., 2016). Dados do nosso e de outros grupos de pesquisa demonstraram que

camundongos BACHD apresentam atrofia cortical e estriatal aos 12 meses de idade,

bem como processos neurodegenerativos (Gray et al., 2008; Doria et al., 2015).
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Para elucidar o papel do mGluR5 na perda neuronal na DH, cortes coronais da

região cortical e estriatal foram marcados com anticorpo NeuN e as células NeuN+

foram contabilizadas. Na região do estriado houve neurodegeneração com 12 meses

de idade nos camundongos mGluR5-/-, BACHD e BACHD/mGluR5-/-. Além disso,

camundongos BACHD apresentaram maior neurodegeneração quando comparados

aos animais mGluR5-/- e BACHD/mGluR5-/-, como pode ser observado na

quantificação (figura 7C) e nas imagens representativas (figura 7D).

Interessantemente, já foi possível observar perda neuronal no cortex de

camundongos BACHD desde 6 meses de idade (figura 8B), enquanto camundongos

mGluR5-/- e BACHD/mGluR5-/- apresentaram perda neuronal apenas com 12 meses

de idade, como quantificado na figura 8C e demonstrado nas imagens

representativas (figura 8D).

Figura 7. Camundongos BACHD, mGluR5-/- e BACHD/mGluR5-/- apresentam perda neuronal
com 12 meses de idade na região do corpo estriado: Os gráficos mostram a quantificação do
número de células marcadas com o NeuN dos camundongos com 2 (A) (n=4), 6 (B) (n=4) e 12 meses
de idade (C) (n=6). Os dados representam a média ± SEM obtida a partir de 6 fotos tiradas para cada
animal. A imagem (D) mostra cortes histologicos representativos da região estriatal de camundongos
das linhagens WT, mGluR5-/-, BACHD e BACHD/mGluR5-/- com 12 meses de idade. ****
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representam p<0,0001 no teste one way ANOVA quando comparado à linhagem WT e # representa
p<0,05 no teste one way ANOVA.

Figura 8. Camundongos BACHD, mGluR5-/- e BACHD/mGluR5-/- apresentam perda neuronal
com 12 meses de idade na região cortical: Os gráficos mostram a quantificação do número de
células marcadas com o NeuN dos camundongos com 2 (A) (n=4), 6 (B) (n=4) e 12 meses de idade
(C) (n=6). Os dados representam a média ± SEM obtida a partir de 6 fotos tiradas para cada animal.
A imagem (D) mostra cortes histologicos representativos da região cortical de camundongos das
linhagens WT, mGluR5-/-, BACHD e BACHD/mGluR5-/- com 12 meses de idade. * representa p<0,05,
*** representam p<0,001 no teste ONE WAY ANOVA quando comparado à linhagem WT.

5.4 Não há diferença nos níveis de citocinas no cortex de camundongos WT,

BACHD, mGluR5-/- e BACHD/mGluR5-/- com 12 meses de idade

Neurodegeneração, microgliose e astrogliose podem resultar em aumento da

produção de mediadores inflamatorios. Silvestroni et al. (2009) demostraram, em

cérebros post-mortem de pacientes com DH, aumento nos níveis de RNAm de

citocinas como IL-6, IL-10 e TNF no caudado, putâmem e cortex, além de aumento

de CCL2 (MCP-1), uma importante proteína quimioatrativa de monocitos. Bjorkqvist
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et al. (2008) mostraram ainda que há aumento de citocinas inflamatorias em

cérebros post-mortem de pacientes com DH nos núcleos caudado e putâmem além

de, os camundongos transgênicos para DH, o R6/2, YAC128 e Hdh(Q150Q/Q150),

apresentarem aumento de citocinas pro-inflamatorias no soro. Também foi visto

desregulação na expressão de genes relacionados ao sistema do complemento

como C3 e C4b nos núcleos caudado e putâmem e cortex pré-frontal de cérebros

post-mortem de pacientes com DH (Hodges et al., 2006).

Para avaliar os níveis das citocinas que tem sido implicadas na DH, foi

realizado um ensaio de Cytometric Bread Array® (CBA) em lisados obtidos a partir

dos cérebros dos camundongos WT, mGluR5-/-, BACHD e BACHD/mGluR5-/- com 2,

6 e 12 meses de idade. Curiosamente, no cortex dos animais com 12 meses de

idade, onde foram vistas todas as alterações celulares até então, não houve

diferença entre nenhum grupo analisado para as principais citocinas inferidas na DH:

IL-6, IL-10 e TNF (Figura 9). A fim de confirmar este resultado, o nível de RNAm foi

quantificado pela técnica de RT-qPCR a partir do cortex dos animais com 12 meses

de idade para TNF (Figura 10A), visto que os primers para IL-6 e IL-10 não foram

eficientes em baixos níveis de RNAm (Dados não mostrados). Assim como os níveis

de proteína, o RNAm não apresentou diferença entre WT, mGluR5-/-, BACHD e

BACHD/mGluR5-/-.

Figura 9. Não há diferença nos níveis de TNF, IL-6 e IL-10 em Córtex de camundongos com 12
meses de idade. Os gráficos mostram os níveis TNF(A), IL-6 (B) e IL-10 (C) expressos em pg de
citocina por mg de proteínas no cortex dos animais WT, mGluR5-/-, BACHD e BACHD/mGluR5-/- (n=6).
Dados representam a média ± SEM.
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O RNAm de IL-1β, MCP-1, C3 e C4b também foram analisados por RT-qPCR

em cortex de animais WT, mGluR5-/-, BACHD e BACHD/mGluR5-/- com 12 meses de

idade e nenhuma diferença significativa foi vista entre as linhagens analisadas

(Figura10).
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Figura 10. Não há diferença na expressão de TNF, IL-1β, MCP-1, C3 e C4b na região do córtex
nos camundongos WT, BACHD, mGluR5-/- e BACHD/mGluR5-/- com 12 meses de idade. Os
gráficos mostram os níveis de RNAm de TNF(A), IL-1β (B), MCP-1 (C), C3 (D) e C4b (E)
determinados por RT-qPCR. As amostras de RNA foram extraídas do cortex de camundongos das
linhagens WT, mGluR5-/-, BACHD e BACHD/mGluR5-/- com 12 meses de idade (n=6). A reação de



41

qPCR foi realizada em triplicata e normalizada pelos níveis de RNA de actina. Dados representam a
média ± SEM.

5.5 Há diminuição dos níveis da quimiocina CX3CL1 no cortex dos camundongos

BACHD/mGluR5-/- com 12 meses de idade

Devido ao aumento de microglias e astrocitos e, ainda, a ocorrência da

neurodegeneração na região cortical dos animais BACHD, mGluR5-/- e

BACHD/mGluR5-/- com 12 meses de idade, foi investigado se outros mediadores

poderiam estar atuando nesses tipos celulares e favorecendo tais condições. A

comunicação entre neurônios, astrocitos e microglias é de extrema importância para

o funcionamento cerebral e diversos ligantes e receptores participam desse

processo (Sheridan e Murphy, 2013).
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Figura 11. Camundongos BACHD/mGluR5-/- apresentam diminuição dos níveis de RNAm de
CX3CL1 quando comparados ao grupo WT. Os gráficos mostram os níveis de RNAm determinados
por RT-qPCR. As amostras de RNA foram extraídas do cortex de camundongos das linhagens WT,
mGluR5-/-, BACHD e BACHD/mGluR5-/- com 2 (A) (n=4), 6 (B) (n=4) e 12 (C) meses de idade (n=6). A
reação de qPCR foi realizada em triplicata e normalizada pelos níveis de RNA de actina. Dados
representam a média ± SEM. * representa p<0,05 no teste one way ANOVA quando comparado à
linhagem WT.

Neste contexto, a fractalquina ou CX3CL1 (Bazan et al., 1997) é uma

importante quimiocina produzida por neurônios e astrocitos (Hughes et al., 2002),

que tem sido implicada na regulação de microglias, visto que seu receptor (CX3CR1)

é, preferencialmente, expresso nesse tipo celular. Embora ainda não tenha sido

descrito o envolvimento de CX3CL1 na DH, diversos estudos mostraram que o eixo

CX3CL1-CX3CR1 está relacionado a processos de regulação da atividade microglial,

desenvolvimento neuronal e poda sináptica, como revisado por (Sheridan e Murphy,

2013; Paolicelli et al., 2014). Para investigar se a CX3CL1 poderia estar envolvida na
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DH e, ainda, com o mGluR5, foi realizada a técnica de RT-qPCR utilizando o cortex

dos animais WT, mGluR5-/-, BACHD e BACHD/mGluR5-/- com 2, 6 e 12 meses de

idade para a detecção dos níveis de RNAm de CX3CL1.

Na figura 11A e 11B os dados mostram que com 2 e 6 meses de idade não

houve diferença entre as linhagens analisadas. No entanto, com 12 meses de idade,

embora tenha havido uma tendência à diminuição no caso dos animais mGluR5-/- e

BACHD, apenas os animais BACHD/mGluR5-/- apresentaram uma diminuição

significativa da expressão de CX3CL1, o que demonstra o efeito somatorio da

ausência do mGluR5 e a presença da httm (figura 11C).

Figura 12. Não há diferença nos níveis de RNAm para o receptor de CX3CL1 nos camundongos
WT, BACHD, mGluR5-/- e BACHD/mGluR5-/- com 12 meses de idade. O gráfico mostra os níveis de
RNAm determinados por RT-qPCR. As amostras de RNA foram extraídas do cortex de camundongos
das linhagens WT, mGluR5-/-, BACHD e BACHD/mGluR5-/- com 12 meses de idade (n=6). A reação
de qPCR foi realizada em triplicata e normalizada pelos níveis de RNA de actina. Dados representam
a média ± SEM.

Para esclarecer se havia também diferença na expressão do CX3CR1, foi

realizado o RT-qPCR a partir de amostras dos animais WT, mGluR5-/-, BACHD e

BACHD/mGluR5-/- com 12 meses de idade para detecção dos níveis de RNAm de

CX3CR1. O RT-qPCR não demostrou diferença na expressão de CX3CR1 em

nenhuma das linhagens analisadas (figura 12).
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5.6 O antagonista do mGluR5 (MPEP) foi capaz de aumentar a expressão de

CX3CL1 em cultura primária de neurônio

Diante dos resultados obtidos, levantou-se a hipotese de que o mGluR5

poderia modular a expressão de CX3CL1, visto que já foi demonstrado que a

ativação do mGluR5 é capaz de regular a expressão de diversos genes por

diferentes vias de sinalização intracelulares (Gass e Olive, 2008). A fim de elucidar o

envolvimento do mGluR5 na expressão da CX3CL1, culturas primárias de neurônios

provenientes do cortex de embriões de 15 dias de camundongos C57 foram

preparadas de acordo com o protocolo utilizado por (Doria et al., 2013). No 9º dia in

vitro as culturas foram estimuladas por diferentes tempos com o agonista do mGluR5

(S)-3,5-DHPG na concentração de 10 µM (Figura 13A). Em seguida, foi feita a

extração de RNA e produção de cDNA para a quantificação, pela técnica de RT-

qPCR, dos níveis de RNAm de CX3CL1.

Paralelamente, outro experimento utilizando o agonista: (S)-3,5-DHPG (10

µM); o antagonista: -methyl-6-(phenylethynyl)-pyridine (MPEP) (10 µM) e o

modulador alostérico positivo do mGluR5: VU0409551 (10 µM) foi realizado. Neste

ensaio, as culturas primárias de neurônios corticais foram estimuladas por 15 min

com DHPG ou VU0409551. O MPEP, quando utilizado, foi adicionado à cultura cinco

min antes da adição das demais drogas (Figura 13B).

Os tempos escolhidos de 2, 5, 15, 30 ou 60 min de estimulação do mGluR5

com DHPG não foram capazes de alterar a expressão de CX3CL1 (Figura 13A).

Curiosamente, contrário à nossa hipotese inicial, o antagonista MPEP (10 µM)

aumentou significativamente a expressão de CX3CL1 (figura 13B). Diante disso,

futuros experimentos, com diferentes tempos de estimulação com MPEP e análise

dos níveis de RNAm e proteína, serão necessários para traçar o perfil do

envolvimento do mGluR5 sob a expressão de CX3CL1. Ademais, assim como os

neurônios, os astrocitos também expressam fractalquina e sua contribuição também

deverá ser analisada.
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Figura 13. O antagonista do mGluR5 (MPEP) aumentou a expressão de CX3CL1 em cultura
primária de neurônios corticais. O gráfico A mostra os níveis de RNAm de CX3CL1 determinados
por RT-qPCR em cultura primária de neurônios corticais estimulados com DHPG 10 µM por 0, 2, 5,
15, 30 e 60 minutos (n=7). O gráfico B mostra os níveis de RNAm de CX3CL1 determinados por RT-
qPCR em cultura primária de neurônios corticais estimulados com DHPG 10 µM por 15 minutos,
MPEP 10 µM por 20 minutos e VU0409551 10 µM por 15 min (n=4). Dados representam a média ±
SEM. * representa p<0,05 no T test quando comparado ao grupo não tratado.
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6 DISCUSSÃO

A DH é marcada por uma neurodegeneração progressiva, inclusões

intracelulares de proteína httm e neuroinflamação. O camundongo BACHD

recapitula muitos desses aspectos da DH, incluindo atrofia cortical e estriatal,

agregados de httm e déficits motores progressivos (Gray et al., 2008). Embora seja

um modelo bem estabelecido, pouco se sabe sobre os processos inflamatorios

presentes no BACHD. Simmons et al. (2016) demonstraram aumento de microglias

no estriado de BACHD com 12 meses de idade através de marcação dessas células

com anti-IBA-1 por imunohistoquímica. Por outro lado, Mantovani et al. (2016)

alegaram não haver microgliose e astrogliose no estriado desses camundongos com

12 meses de idade. Os autores mediram os níveis de RNAm do gene que codifica a

proteína glial fibrilar ácida (GFAP) e IBA-1, específicas para astrocitos e microglias

respectivamente.

No presente trabalho nos demonstramos, através da técnica de

imunohistoquímica para a marcação da proteína IBA-1, que há aumento do número

de microglias no cortex de animais com 12 meses de idade, mas não no estriado.

Este aumento do número de microglias pode indicar o acontecimento de processos

inflamatorios na região, visto que essas células desempenham importante papel na

eliminação de detritos e liberação de mediadores inflamatorios (Aguzzi et al., 2013).

Além disso, o aumento de células da glia já foi documentado em cérebros post-

mortem de pacientes com DH (Myers et al., 1991). A microgliose é uma resposta

comum a diversos tipos de danos ao SNC. No entanto, a origem das células

envolvidas nesse processo ainda é controversa. Diferentes processos no SNC

podem gerar tanto uma proliferação local das microglias quanto um recrutamento de

monocitos do sistema periférico (Ransohoff e Cardona, 2010; Aguzzi et al., 2013).

Porém, não há nenhuma evidência de entrada de células periféricas no SNC no

caso da DH (Rocha et al., 2016). Além disso, em um modelo transgênico para outra

doença neurodegenerativa, a esclerose lateral amiotrofica (ELA), foi demonstrado

que a manutenção e a expansão local da microglia dependem somente da auto

renovação das células residentes do SNC (Ajami et al., 2007). Entretanto, outros

experimentos são necessários para elucidar a origem da microgliose observada nos

camundongos BACHD, bem como nos camundongos knockout para o mGluR5.
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A respeito da ativação das microglias, somente a marcação com anti-IBA-1

não é capaz de definir se essas células estariam realmente ativadas. Para isso, uma

avaliação da morfologia celular seria necessária, visto que as microglias sofrem

alterações fenotípicas quando ativadas. Em repouso apresentam-se ramificadas,

mas durante o processo de ativação, aparecem arredondadas e seus processos se

retraem (Crotti e Glass, 2015; Simmons et al., 2016). Adicionalmente, outros

anticorpos podem ajudar a esclarecer se há ou não a ativação das microglias, como

por exemplo, o anti-CD68. A CD-68 é um proteína lisossomal e sua expressão está

associada a macrofagos e microglias ativados (Stankov et al., 2015).

Neste trabalho demonstramos também que camundongos BACHD, mGluR5-/-

e BACHD/mGluR5-/- apresentaram um maior número de astrocitos no cortex quando

comparados ao grupo WT aos 12 meses de idade. Os astrocitos constituem o tipo

mais abundante de célula da glia no SNC (Chung et al., 2015) e apresentam uma

grande heterogeneidade em sua morfologia e função. Além de prover suporte físico

e metabolico aos neurônios, os astrocitos modulam a BHE, orientam a localização

do axônio, mantém a homeostase do cérebro e participam de processos

inflamatorios secretando proteínas (Jha et al., 2017). Por não haver mudanças com

2 e 6 meses no número de astrocitos, a astrogliose, vista aos 12 meses de idade,

parece ser um processo adjacente à morte neuronal que ocorreu intensamente com

12 meses de idade no cortex dos camundongos BACHD e BACHD/mGluR5-/-.

Ademais, a microgliose também so foi vista aos 12 meses de idade e é sabido que

não apenas o processo de morte celular, mas microglias reativas também podem

levar à ativação de astrocitos que contribuem para a morte neuronal (Liddelow et al.,

2017).

É importante notar que os animais mGluR5-/- apresentaram uma astrogliose

desde os 6 meses de idade, independente da ausência de alteração no número de

microglias ou de neurodegeneração. É sabido que um único astrocito pode envolver

milhares de sinapses (Halassa et al., 2007). Os astrocitos detectam

neurotransmissores liberados durante a atividade neuronal e, por sua vez, podem

modular a transmissão sináptica, liberando substâncias neuroativas chamadas

gliotransmissores (Schwarz et al., 2017). Neste aspecto, é importante citar que,

através do uso do antagonista MPEP, o mGluR5 foi implicado como o receptor mais

importante na detecção de glutamato pelos astrocitos nas sinapses glutamatérgicas,

como revisado por (Panatier e Robitaille, 2016). Ademais, esses eventos ocorrem
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em diversos substratos no cérebro, inclusive no cortex (Wang et al., 2006). Este

pode ser um dos motivos pelos quais o nocauteamento do gene do mGluR5 altera a

população de astrocitos nos animais mGluR5-/- com 6 meses de idade. Outro

aspecto relevante observado a partir desses resultados é que o nocauteamento do

mGluR5 não promove alterações aos 2 meses de idade, mas sim de maneira

dependente do envelhecimento. Portanto, é possível hipotetizar que, apesar do

Knock-out do receptor estar presente durante toda a vida do camundongo, parece

que processos compensatorios fazem com que não haja grandes danos no início da

vida dos camundongos. Entretanto, com o avançar da idade, os efeitos deletérios da

falta do mGluR5 podem se sobressair gerando os eventos aqui relatados aos 6 e 12

meses de vida.

A neurodegeneração, por definição, é um processo que perturba as

propriedades do SNC e, portanto, afeta a função neuronal, bem como a estrutura ou

a sobrevivência dos neurônios (Przedborski et al., 2003). Segundo Ransohoff (2016)

a neuroinflamação em doenças como AD, DH, PD, e ELA é caracterizada por uma

alteração da morfologia de células gliais, incluindo astrocitos e microglias, e

alterações pequenas ou moderadas nos mediadores inflamatorios no parênquima

cerebral. Em contrapartida, a neuroinflamação na esclerose múltipla (EM) é intensa,

compreendendo infiltrado de linfocitos e macrofagos derivados do sangue,

acompanhada de comprometimento da BHE e reação glial intensa. As diferentes

reações aos processos neurodegenerativos corrobora a hipotese de que a

neuroinflamação seria uma reação secundária a neurodegeneração. Por outro lado,

na DH, por exemplo, a httm é expressa tanto em neurônios quanto em células da

glia (Shin et al., 2005) e, ainda, todos esses tipos celulares apresentam agregados

de httm (Jansen et al., 2017). Já foi demonstrado que microglias contendo httm são

mais reativas do que o tipo selvagem (Bjorkqvist et al., 2008). Ademais, microglias

expressando httm apresentam genes inflamatorios diferencialmente expressos

mesmo na ausência de estímulos (Crotti et al., 2014). Dito isso, é importante citar

que há ainda uma discussão sobre a colaboração da neurodegeneração para a

inflamação e desta para o processo de morte celular. De maneira geral, a

neuroinflamação contribui para a neurodegeneração de diversas formas. Por

exemplo, através do sistema de NADPH oxidase (PHOX) em microglias ativadas

levando à produção de superoxido e outras espécies reativas de oxigênio (ROS) e

através da oxido nítrico sintetase, levando à produção de oxido nítrico (NO) por
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microglias e astrocitos. Por sua vez, altos níveis de NO induzem a morte neuronal

causando inibição da respiração mitocondrial, despolarização do neurônio e

liberação de glutamato. Tanto células da glia, quanto neurônios podem liberar

glutamato e glutaminase durante processos degenerativos. Altos níveis de glutamato

podem levar à ativação de microglias (Brown e Vilalta, 2015), criando assim uma

retroalimentação entre neurodegeneração e neuroinflamação (Brown e Bal-Price,

2003; Brown e Neher, 2010; Brown e Vilalta, 2015; Ransohoff, 2016).

Embora a perda neuronal tenha sido demonstrada na região cortical e

estriatal com 12 meses de idade, detectamos alteração da glia somente na região

cortical. Esses resultados corroboram a existência de outros fatores contribuintes

para a gliose vista no cortex. A diferente distribuição dos tipos celulares nas diversas

regiões do cérebro pode justificar como algumas regiões reagem diferentemente aos

danos teciduais. Por exemplo, os circuitos neuronais do cérebro de mamíferos são

construídos dentro de redes de astrocitos, mas a proporção de astrocitos para

neurônios varia entre as regiões. No cortex os astrocitos são mais numerosos que

os neurônios, enquanto no cerebelo os neurônios superam em número os astrocitos

(Khakh e Sofroniew, 2015). Neste contexto, não foram analisados no presente

estudo os diversos tipos de astrocitos encontrados no SNC (Khakh e Sofroniew,

2015) e a variedade de microglia (Keren-Shaul et al., 2017) e de astrocitos (Liddelow

et al., 2017) já descritas em diversos outros artigos. Assim, mais estudos são

necessários para determinar porque a gliose ocorre apenas no cortex enquanto a

neurodegeneração ocorre tanto no cortex quanto no estriado.

O mGluR5 não tinha sido implicado na modulação da neuroinflamação na DH.

Embora não tenhamos visto nenhuma mudança no perfil de expressão de citocinas

(Figura 9) nos animais BACHD, mGluR5-/- e BACHD/mGluR5-/-, estes genotipos

foram importantes para modular o número das principais populações celulares no

SNC. Byrnes et al. (2009) demonstraram in vitro que a ativação do mGluR5 em

microglias com agonista CHPG foi capaz de diminuir a ativação das microglias

causada pelo LPS. Além do mais, ao adicionar as microglias tratadas com CHPG em

culturas de neurônios, houve diminuição da morte neuronal comparadas a co-cultura

sem adição de CHPG nas microglias. Tendo em vista este estudo, parece que a

ativação do mGluR5 in vitro gerou um resultado benéfico para as culturas neuronais

assim como o nocauteamento crônico do mGluR5 gerou efeitos deletérios para os

camundongos mGluR5-/- e BACHD/mGluR5-/-.
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Para elucidar os processos moleculares que permeiam a regulação das

diferenças nas populações celulares encontradas no nosso estudo, nos

investigamos se a CX3CL1 poderia estar diferentemente expressa nos animais

BACHD, mGluR5-/- e BACHD/mGluR5-/-. A CX3CL1 é uma quimiocina que existe em

duas formas: Uma forma ancorada à membrana e uma forma solúvel quimioatrativa

(Bazan et al., 1997). A CX3CL1 é expressa por neurônios e astrocitos e age

unicamente em seu receptor CX3CR1. O CX3CR1 é um receptor metabotropico

expresso in vivo somente por microglias (Cardona et al., 2006). As microglias, tanto

no cérebro saudável quanto em patologias do SNC, são reguladas negativamente ou

positivamente principalmente pelos neurônios (Ransohoff e Cardona, 2010). O eixo

CX3CL1-CX3CR1 é um destes mecanismos utilizados pelas células de origem não

mieloide para conter respostas microgliais exacerbadas, na tentativa de manter a

homeostase no SNC (Paolicelli et al., 2014). Consistente com essa ideia é o fato de

que a ativação das células microgliais podem advir não so da liberação de

mediadores que as acionem, mas, também, através da remoção da inibição. A

relevância da regulação CX3CL1-CX3CR1 na ativação das células microgliais in vivo

foi demonstrado por (Cardona et al. (2006)). Usando três modelos in vivo diferentes,

mostraram que a deficiência de CX3CR1 altera as respostas microgliais, resultando

em neurotoxicidade. Apos injeções periféricas de LPS, os camundongos CX3CR1-/-

apresentaram maior ativação microglial e neurotoxicidade. Em um modelo da

Doença de Parkinson e em um modelo transgênico de ELA, os grupos CX3CR1-/-

apresentaram perda de células neuronais mais extensa do que o controle e

processos inflamatorios mais intensos. Portanto, esses dados corroboram nossa

hipotese de que a diminuição da expressão de CX3CL1 vista, principalmente, em

camundongos BACHD/mGluR5-/- pode contribuir para a perda da regulação das

células microgliais evidenciada, nesse estudo, pela microgliose aos 12 meses de

idade.

A partir dos resultados que obtivemos nesse estudo, foi levantada a hipotese

de que o mGluR5 poderia influenciar na expressão da CX3CL1, uma vez que os

camundongos mGluR5-/- apresentaram uma tendência com relação à diminuição da

CX3CL1 e que o nocauteamento do receptor em camundongos BACHD levou a uma

diminuição significativa da expressão dessa quimiocina. Para testar essa hipotese,

nos realizamos os experimentos de estimulação in vitro dos neurônios com o

agonista do mGluR5, o DHPG. Embora esperássemos que a ativação do mGluR5
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pudesse aumentar os níveis de RNAm de CX3CL1, não foi vista nenhuma alteração.

No entanto, surpreendentemente, o antagonista do mGluR5 MPEP foi capaz de

aumentar significativamente, in vitro, a expressão de CX3CL1. Embora esse

resultado tenha sido surpreendente, alguns fatores poderiam explicar o porquê

dessa diferença entre os resultados in vitro e in vivo. As análises da expressão da

CX3CL1 nos camundongos foi feita utilizando um lisado tecidual que contem não so

neurônios, como também astrocitos e microglias. Já os ensaios in vitro utilizaram

apenas neurônios obtidos de embriões. Além disso, a diminuição da expressão da

fractalquina no duplo mutante so ocorreu aos 12 meses de idade, indicando que

essa alteração de expressão não seria um resultado direto do nocauteamento do

mGluR5, mas sim a consequência de alterações associadas ao envelhecimento. Se

assim não o fosse, deveríamos ter observado alteração da expressão da fractalquina

já nos camundongos com 2 meses de idade. Até o momento nos não sabemos

como o bloqueio do mGluR5 com MPEP causa um aumento da expressão da

CX3CL1. Entretanto, é sabido que o mGluR5 pode atuar na regulação gênica (Gass

e Olive, 2008). Assim, nos hipotetizamos que o mGluR5 poderia aumentar a

expressão de algum repressor gênico e/ou miRNA que poderiam estar envolvidos na

regulação da expressão do gene da fractalquina. A partir daí, nos investigamos se já

havia sido mostrado que algum repressor gênico seria capaz de regular diretamente

a CX3CL1. Interessantemente, utilizando um modelo celular para a DH, Soldati et al.

(2013) mostraram que o gene que codifica a CX3CL1 é alvo direto do fator de

transcrição que silencia o elemento repressor 1 (REST). REST é um repressor

gênico que, em condições fisiologicas, está localizado no citoplasma através da

formação do complexo formado pela htt selvagem, subunidade p150 da dinactina,

proteína associada a huntingtina 1 (HAP1) e proteína com domínio LIM que interage

com REST (RILP), como revisado por (Buckley et al., 2010). Entretanto, na presença

da httm, o REST é liberado desse complexo, migrando para o núcleo e aumentando

a repressão de seus genes alvos (Zuccato et al., 2003; Zuccato et al., 2007).

Interessantemente, dados ainda não publicados do nosso grupo demonstram que o

mGluR5 é capaz de regular a expressão de REST. Portanto, mais estudos são

importantes para elucidar as vias envolvendo a regulação da expressão dessa

quimiocina pelo mGluR5.
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS

A neuroinflamação tem um papel importante dentro da patologia da DH.

Nesse estudo, nos demonstramos que tanto o mGluR5 quanto a httm interferem nas

principais células regentes deste evento. E, ainda, que o mGluR5 é capaz de intervir

no eixo CX3CL1-CX3CR1, importante para a comunicação estabelecida entre o

SNC e o sistema imune. Assim, fica clara a função crucial do mGluR5 nos processos

inflamatorios que ocorrem na DH. Entretanto, experimentos futuros ainda são

necessários para esclarecer os mecanismos relacionados às alterações vistas nos

camundongos BACHD/mGluR5-/-.
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