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Resumo

Com o aumento da esperanca de vida, cada vez mais aparecem doencas que
previamente se desconheciam. Portanto, estas doencas ndo tém cura definitiva, existindo
apenas terapéutica para alivio dos sintomas. As doencas neurodegenerativas inserem-se
neste grupo de doencas sem cura. A medida que a idade aumenta, o cérebro é afetado pela
diminuicdo e desregulacdo de certos mecanismos intra e intercelulares. E o caso da
autofagia, cuja funcdo de degradacdo e reciclagem de proteinas e organelos diminui
durante o desenvolvimento. Nisto resulta, a acumulacdo de proteinas de conformacéo
anormal e na formacéo de agregados proteicos que se tornam evidentes nos neuronios.
As doencas de poliglutaminas sdo um grupo de nove doencas neurodegenerativas, que
engloba a Ataxia Espinocerebelosa do tipo 2 (SCA2). A SCA2 é provocada pela expansdo
anormal do trato CAG que codifica para uma expansao anormal de glutaminas na proteina
responsavel pela patologia, ATAXINA-2. Dois achados comuns das doencas de
poliglutaminas séo a presenca de agregados neuronais da proteina mutante nas regides
afetadas do cérebro e a desregulacdo do mecanismos de degradacdo proteica, como a
autofagia. Este projeto teve como objetivo avaliar o efeito da neurodegeneragao causada
pela ATAXINA-2 mutante nos murganhos jovens e idosos. O aumento da idade
contribuiu para um aumento na formacdo de agregados de ATAXINA-2 mutante e
também para a perda neuronal. Os danos nas células provocados pela proteina mutada
conduzem & ativacdo da resposta inflamatéria através do recrutamento de astrocitos e
ativacdo da microglia, que se torna mais acentuado numa idade mais avancada. Além
disso, a ATAXINA-2 mutada provoca uma reducdo da ativacdo da via apoptoética e da
quantidade de histonas e, possivelmente, o recrutamento do PABP para os agregados
proteicos. Contudo, ndo foram observadas alteracdes nos sistemas autofagicos,

mitocondriais, sinapticos e na sensitividade da regulacao de nutrientes.

Palavras chave: Estriado * Envelhecimento « ATAXINA-2 « Autofagia * Agregados ¢

Neurodegeneragao



Abstract

With the increase in life expectancy, diseases that were previously unknown have
increasingly appear. Therefore, these diseases have no definitive cure, therefore only
exists therapy for symptoms relief. Neurodegenerative diseases are part of this group of
diseases with no cure. As age increases, the brain is affected by the decrease and
dysregulation of certain intra and intercellular mechanisms. This is the case of autophagy;
whose function of degradation and recycling proteins and organelles decreases during
aging. This results in the accumulation of abnormally shaped proteins and the formation
of protein aggregates that become evident in neurons. Polyglutamine diseases are a group
of nine neurodegenerative diseases, including type 2 spinocerebellar ataxia (SCA2).
SCAZ2 is caused by the abnormal expansion of the CAG tract that encodes for an abnormal
expansion of glutamines in the protein responsible for the pathology, ATAXIN-2. Two
common hallmarks of polyglutamine diseases are the presence of neuronal aggregates of
the mutant protein in the affected regions of the brain and the dysregulation of protein
degradation mechanisms, such as autophagy. This project aimed to evaluate the effect of
neurodegeneration caused by the mutant ATAXIN-2 on young and old mice. The increase
in age contributed to an increase of the formation of mutant ATAXIN-2 aggregates and
also to neuronal loss. Cell damage caused by the mutated protein leads to the activation
of the inflammatory response through the recruitment of astrocytes and activation of the
microglia, which becomes more pronounced at an older age. In addition, the mutated
ATAXIN-2 causes a reduction in the activation of the apoptotic pathway and the number
of histones and possibly the recruitment of PABP to protein aggregates. However, no
changes were observed in the autophagic, mitochondrial, synaptic systems and in the

sensitivity of nutrient regulation.

Keywords: Striatum « Aging * ATAXIN-2 « Autofagy « Aggregates * Neurodegeneration
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1. Introducao:

1.1.Visao geral do Sistema Nervoso

A homeostasia do organismo é regulada principalmente pelo sistema nervoso, que
monitoriza e responde a todas as alteracfes no ambiente externo e interno (Farley et al.
2014), sendo responsavel por diversas funcbes, tais como a memoria, percecao,

comportamento, movimentos voluntarios, entre outras.

De uma forma geral, o sistema nervoso divide-se em sistema nervoso central (SNC)
e sistema nervoso periférico (SNP). O SNC é constituido pelo cérebro e espinal medula,

enguanto o SNP abrange todo o tecido neural exterior ao SNC.

A unidade funcional do sistema nervoso é o neurénio. Os neurénios aferentes ou
sensoriais transportam a informacéo para o SNC, que processa a informacao e inicia uma
resposta através dos neuronios eferentes ou motores. Os neuronios sdo altamente
dependentes de glucose e oxigenio para produzir adenosina trifosfato (ATP) que suporta
as diversas atividades celulares (Farley et al. 2014).

O cérebro é constituido por diferentes estruturas com fungées distintas (Hendry et al.
2014). Por exemplo, o hipotalamo é responsavel pelas emogdes, pelo ritmo circadiano,
por regular a temperatura corporal e ainda pela regulacdo do consumo de alimentos e
agua, entre outras funcdes. Ja o cerebelo exerce um papel na coordenacdo e refinamento
do movimento, no tonus muscular e na manutencdo da postura (Hendry et al. 2014). O
estriado, por seu lado, esta associado ao comportamento motivacional para obter uma

recompensa e a criagdo de habitos (Burton, Nakamura, and Roesch 2015).

1.2. Envelhecimento
1.2.1. Caracteristicas do envelhecimento
Todos 0s organismos Vvivos estdo sujeitos ao processo de envelhecimento,
caracterizado pelo declinio funcional ao longo do tempo (Lopez-Otin et al. 2013). O
envelhecimento deve-se essencialmente a danos celulares que vao acumulando com o
passar do tempo e que mais tarde se traduzem no declinio das func@es fisiologicas. As
caracteristicas tipicas do envelhecimento incluem diversos mecanismos moleculares que

séo detalhados nas seccOes seguintes (Fig. 1.1.).
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Figura 1.1.- Caracteristicas do envelhecimento. O esquema enumera as diversas caracteristicas
tipicas do envelhecimento: instabilidade genémica, encurtamento dos telémeros, alteracdes
epigenéticas, diminuicdo da proteostase, desregulacéo da sensibilidade a nutriente, disfuncéo
mitocondrial, senescéncia celular, exaustao das células estaminais, alteracdo da comunicacgao
intercelular (baseado no artigo Lopez-Otin et al. 2013).

1.2.1.1. Instabilidade gendmica:

Com o aumento da idade, vao sendo acumulados danos genéticos que podem ser
mutacdes pontuais, perda e/ou ganho de cromossomas, alteragdo de genes devido a
integracdo de virus ou de transposdes, translocacfes e encurtamento dos telomeros. A
integridade do genoma ¢ afetada de uma forma quase aleatéria por fatores exdgenos,
sejam eles bioldgicos, quimicos ou fisicos, e por fatores end6genos, como espécies
reativas de oxigénio (ROS - Reactive oxygen species), erros de replicacdo do DNA e
reacOes hidroliticas espontaneas. Os mecanismos de reparacdo do DNA reduzem os danos
genéticos e mantém a integridade no genoma (Lopez-Otin et al. 2013). Estes mecanismos
de reparacdo incluem o método de reparacdo por excisdo do nucleétido para danos no
DNA de cadeia simples e 0 método de reparacdo por homologia ou pela jungdo das
extremidades ndo homdlogas para quebras de DNA de cadeia dupla (Kubben and Misteli
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2017). Contudo, a eficacia destes mecanismos de reparacdo de DNA tende a diminuir ao
longo do processo de envelhecimento, o que contribui para 0 aumento das anomalias
genéticas, que por sua vez podem ativar oncogenes ou inativar genes supressores de
tumor, resultando na tumorigénese (Kubben and Misteli 2017). Defeitos na arquitetura
nuclear, como por exemplo, na I&mina nuclear, que contribui para dar estrutura a
cromatina e a complexos proteicos que regulam a estabilidade do material genético,

também contribuem para a instabilidade gendmica (Lopez-Otin et al. 2013).

1.2.1.2.  Encurtamento dos telémeros:

Os telomeros sdo sequéncias repetidas nas extremidades dos cromossomas que
ajudam a prevenir que estas sejam reconhecidas como quebras de cadeia dupla (Kubben
and Misteli 2017). Ao longo do tempo, os telémeros sofrem deterioracéo, isto é, tornam-
se mais curtos a cada divisdo celular (Lopez-Otin et al. 2013; Kubben and Misteli 2017).
Isto deve-se a diminuicdo da funcionalidade da telomerase, uma DNA polimerase
especializada capaz de replicar completamente as extremidades do DNA (Lopez-Otin et
al. 2013). Dado que os telomeros encurtam com a idade, a capacidade proliferativa das

células reduz-se, o que contribui para o envelhecimento.

1.2.1.3.  AlteracGes epigenéticas:

As alteracOes epigenéticas incluem a remodelagdo da cromatina, alteragdo dos
padrdes de metilacdo do DNA e modifica¢bes poOs-traducdo das histonas, que afetam a
integridade gendmica e a expressao de genes em todas as células e tecidos durante o
processo de envelhecimento (Lopez-Otin et al. 2013; Kubben and Misteli 2017). A
formacdo e manutencdo dos padrdes epigenéticos resultam da acdo de maltiplos sistemas
enzimaticos, tais como complexos proteicos envolvidos na remodelacdo da cromatina,
histonas acetilases e desacetilases, histonas metilases e desmetilases e DNA
metiltransferases. Sabe-se que, as marcas epigenéticas associadas a idade incluem a perda
global das histonas e da heterocromatina, a diminuicao da trimetilacdo da H3K27 ou da
metilacdo H3K9, o aumento da trimetilagdo da H4K20 ou da H3K4 e o aumento da
acetilacdo da H4K16 (Lopez-Otin et al. 2013; Kubben and Misteli 2017).



1.2.1.4. Diminuicdo da proteostase:

A proteostase, também conhecida por homeostasia proteica, abrange diversos
mecanismos, que funcionam de forma coordenada, e que sdo responsaveis pela
estabilizacdo da conformacdo apropriada e degradacao das proteinas (Lopez-Otin et al.
2013). A estabilizacdo das proteinas é controlada pelas chaperonas, enquanto que a
degradacdo de proteinas pode ser realizada através do sistema autofégico lisossomal ou
do sistema ubiquitina-proteossoma (UPS - Ubiquitin proteasome system), ambos
prevenindo a acumulacdo de componentes danificados. Durante o envelhecimento, a
atividade das chaperonas € afetada e a atividade dos sistemas de degradacéo de proteinas
diminui. Isto traduz-se, num aumento de agregados proteicos ou de proteinas com uma
conformacéo anormal, contribuindo para uma desregulacao celular e para um aumento do
risco para desenvolver determinadas patologias associadas a idade (Lopez-Otin et al.
2013).

1.2.1.5. Desregulacdo da sensibilidade aos nutrientes:
A desregulacdo da sinalizacdo metabdlica provoca anomalias em varios eventos
celulares, que estdo implicados nas doencas associadas a idade (Kubben and Misteli
2017).

A via de sinalizacdo da insulina e do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-
1. Insulin-like growth factor 1), também denominada por via IS (Insulin/IGF-1
signaling) é ativada pelo excesso de nutrientes e permite as células identificar a presenca
de glucose (Lopez-Otin et al. 2013; Kubben and Misteli 2017). A via IIS tem como alvos,
elementos que estdo associados ao envelhecimento, tais como os complexos mTOR
(Mammalian target of Rapamycin ou Alvo de mamifero da Rapamicina) e a familia de
fatores de transcricdo FOXO (Lopez-Otin et al. 2013). A ativacdo da via 11S diminui a
atividade do mTOR e promove processos anabolicos (Kubben and Misteli 2017). A
diminuicdo da sinalizacdo da IS durante um curto periodo, pode ser benéfica, pois
minimiza o crescimento celular, de modo a centralizar a energia para a repara¢do dos
danos celulares. No entanto, se a diminuicao da sinalizagao desta via for prolongada, pode
ser bastante prejudicial e promover o envelhecimento, como é 0 caso dos neuronios que
sdo altamente dependentes de glucose e exigem uma elevada taxa metabdlica, o que 0s

torna bastante sensiveis a alteragdes na via de sinalizacdo 1S (Kubben and Misteli 2017).



A diminuicdo dos niveis de IGF-1 e da IS sdo caracteristicas comuns ao envelhecimento
fisiologico (Lopez-Otin et al. 2013).

O mTOR e responsavel pela sensibilidade a elevadas concentracGes de aminoacidos.
A mTOR cinase pertence a0 mMTORC1 e mTORC?2, dois complexos multiproteicos que
regulam aspetos do metabolismo anabolico (Lopez-Otin et al. 2013). A inibigdo da
mTORC1 é fenotipicamente semelhante a restri¢do caldrica, sendo que esta Ultima esta
associada ao aumento da esperanca de vida (Johnson, Rabinovitch, and Kaeberlein 2013).
Assim, as vias mTORCL1 e 1S, que sinalizam a atividade anabdlica, aceleram o processo
de envelhecimento (Lopez-Otin et al. 2013).

O AMPK (AMP - activated protein kinase ou Proteina cinase ativada por AMP) e as
sirtuinas detetam baixos estados de energia, sinalizados por niveis elevados de AMP
(Adenosine monophosphate ou Adenosina monofosfato) e NAD*(Nicotinamide adenine
dinucleotide ou dinucle6tido de nicotinamida e adenina), respetivamente. O AMPK e as
sirtuinas atuam de uma forma oposta a via I1S e mTOR, porqgue sinalizam o catabolismo
e a caréncia de nutrientes. As sirtuinas e 0 AMPK, quando regulados positivamente,
favorecem o envelhecimento saudavel (Lopez-Otin et al. 2013). O AMPK silencia a
atividade do mTORC1, enquanto a SIRT1 (sirtuina 1) conduz ao desencadeamento de
uma resposta metabdlica complexa que envolve o0 aumento das defesas antioxidantes, da
formacdo de mitocondrias e do aumento da oxidacdo dos &cidos gordos (Lopez-Otin et
al. 2013). A atividade tanto da AMPK como da SIRT1 tende a diminuir com a idade
(Kubben and Misteli 2017).

Resumindo, a diminuicdo da sinalizacdo de nutrientes aumenta a esperanca de vida,
enquanto a via de sinalizacdo anabdlica acelera o envelhecimento (Lopez-Otin et al.
2013).

1.2.1.6. Disfuncdo mitocondrial:
Durante o envelhecimento, a eficicia da cadeia respiratoria mitocondrial diminui, ha

um aumento da fuga de eletrdes e a producdo de ATP € reduzida (Lopez-Otin et al. 2013).

A disfuncdo mitocondrial progressiva, resultante do envelhecimento, conduz ao
aumento da producdo de ROS. Os ROS, em resposta a sinais fisioldgicos ou em condicoes
de stress, desencadeiam sinais de sobrevivéncia e proliferagdo. Com o passar do tempo,

os niveis de ROS continuam a aumentar de modo a manter a sobrevivéncia celular.
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Porém, a um determinado nivel, os ROS perdem o seu efeito benéfico e provocam danos
mitocondriais e celulares (Lopez-Otin et al. 2013). Os niveis de ROS podem ser
reduzidos, atraves da acdo dos mecanismos antioxidantes, contudo, a atividade destes
mecanismos tende também a diminuir com o aumento da idade (Kubben and Misteli
2017).

A disfuncdo mitocondrial pode ainda contribuir para o envelhecimento através de
outros mecanismos (Lopez-Otin et al. 2013). Por exemplo, a sinalizacdo apoptdtica pode
ser afetada por deficiéncias mitocondriais e, consequentemente, aumentar a tendéncia de

permeabilizacdo das mitocdndrias e desencadear reacdes inflamatorias.

Além disso, a membrana mitocondrial externa estd associada ao reticulo
endoplasmatico, portanto, se as membranas associadas a mitocondria forem afetadas, a
disfuncdo mitocondrial pode ter também um impacto na sinalizacdo entre organelos
(Lopez-Otin et al. 2013).

1.2.1.7. Senescéncia celular:

A senescéncia celular consiste no bloqueio estavel do ciclo celular associado a
alteraces fenotipicas (Lopez-Otin et al. 2013). Este fenémeno resulta de danos no DNA,
do encurtamento dos telémeros e da ndo repressdo do locus INK4/ARF. As vias
pl6INK4A/Rb e p19ARF/p53 estdo envolvidas na indugdo da senescéncia (Lopez-Otin
et al. 2013). A ativacdo tempordria das vias supressoras de tumor pl6-Rb e p53-p21
permitem a reparacdo de danos celulares antes de continuar o processo de proliferacao
(Kubben and Misteli 2017). Contudo, quando estas vias sdo ativadas por longos periodos,
podem desencadear uma sinalizacdo inflamatdria, que resulta na secrecdo de citocinas e
interleucinas pelas células senescentes. Esta secrecdo, associada a senescéncia pode
prejudicar a comunicacao entre células do sistema imunitario e células senescentes, o que
impede que as células senescentes sejam removidas (Kubben and Misteli 2017). O
aumento de celulas senescentes durante o envelhecimento, indica que ha uma diminuicéo

da sua taxa de remocao e/ou do aumento da sua taxa de formacéo (Lopez-Otin et al. 2013).

A senescéncia celular contribui para o envelhecimento, uma vez que o numero de
celulas senescentes aumenta com a idade. Por outro lado, a senescéncia previne o aumento
de células danificadas e potencialmente oncogénicas, e ainda permite que estas sejam

removidas pelo sistema imunitario. No entanto, as células senescentes que sdo removidas
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tém de ser repostas nos tecidos atraves da mobilizacdo de células progenitoras. Contudo,
a capacidade regenerativa das células progenitoras € mais reduzida nos organismos
envelhecidos, logo, a quantidade de células senescentes aumenta e, por sua vez, agrava

0s danos e contribui ainda mais para o envelhecimento (Lopez-Otin et al. 2013).

1.2.1.8.  Exaustdo das células estaminais:

O potencial regenerativo dos tecidos diminui com o envelhecimento, acompanhado
da acumulagdo de danos no DNA, do encurtamento dos telomeros e da sobre-expressao
de proteinas inibitdrias do ciclo celular (Lopez-Otin et al. 2013). A manuten¢do do
organismo a longo prazo pode ser prejudicada pela deficiente proliferacdo das células
estaminais e progenitoras, ou pela sua proliferacdo excessiva, que acelera a exaustao dos

nichos de células estaminais (Lopez-Otin et al. 2013).

1.2.1.9. Alteragdo da comunicagado intercelular:

A comunicacéo intercelular, seja neuronal, neuroenddcrina, ou enddcrina, esta
também alterada com o envelhecimento (Lopez-Otin et al. 2013). A sinaliza¢do neuro-
hormonal torna-se desregulada, alterando a composicdo do ambiente peri e extracelular,
diminuindo a imuno-sobrevivéncia contra células pré-malignas e agentes patogénicos e
aumentando as reacdes inflamatdrias. Todos estes eventos afetam as propriedades

mecanicas e funcionais dos tecidos.

O envelhecimento nos mamiferos € acompanhado por um fenétipo pro-inflamatério
denominado “inflamaging”. Este, pode ser causado pela ativacdo aumentada do fator de
transcricdo NF-xB (Nuclear factor-«B ou Factor nuclear kB), pela acumulacdo de danos
nos tecidos, pela tendéncia das células senescentes em libertar citocinas pro-
inflamatdrias, pela falha progressiva do um sistema imunitario, ou pela ocorréncia de uma
resposta autofagica defeituosa. A funcdo do sistema imunitario adaptativo diminui, logo,
a capacidade de remocéo de células infetadas, de agentes infeciosos, de células a sofrerem
transformacdo maligna e a diminuicdo de células senescentes, podendo assim, agravar o
fendtipo do envelhecimento a um nivel sistémico. O envelhecimento e a inflamag&o estéo
correlacionados, uma vez que o NF-kB é ativado no hipotalamo em resposta ao stress e
as respostas inflamatorias. Por sua vez, o NF-kB induz, nos neuronios, uma via de

sinalizag&o que reduz a producdo da hormona libertadora de gonadotropina. A diminuigéo
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desta hormona, contribui para diversos fendtipos associados ao envelhecimento, tais
como: a atrofia da pele, a fragilidade dos 0ssos, a reducdo da neurogénese e a fraqueza
muscular. As SIRT1, SIRT2 e SIRT6 podem desacetilar histonas e componentes das vias
de sinalizacdo inflamatorias, como o NF-kB ou as suas subunidades, o que resulta na
regulacdo negativa ou na repressdo da transcri¢cdo dos genes associados a inflamacéo.
Deste modo, a resposta inflamatdria associada ao envelhecimento pode ser afetada pelas
sirtuinas. As citocinas inflamatérias atuam de forma contagiosa e permitem o
envelhecimento dos tecidos vizinhos. Além disso, a senescéncia celular pode ser induzida
nas células vizinhas por células senescentes, por processos que envolvem ROS ou ainda

via contacto célula-célula (Lopez-Otin et al. 2013).

1.3. Envelhecimento e neurodegeneracgao
Tal como todos os 6rgdos de um organismo, o cérebro, também é suscetivel a
determinadas patologias associadas ao aumento da idade (Anderton 2002). As células de
diversas regides do sistema nervoso séo afetadas pelo processo de envelhecimento, o que
conduz ao declinio das fungdes cognitivas, sensoriais e motoras (Rego 2017). Dado que,
as células cerebrais estdo mais suscetiveis a alteracdes no DNA, alteracdes metabdlicas,
a acumulacdo de proteinas danificadas e a niveis elevados de stress oxidativo, estas sao,

de uma forma geral, das células mais afetadas pelo envelhecimento (Rego 2017).

Com o aumento da idade, a capacidade cognitiva comeca a diminuir (Anderton
2002). O declinio funcional ndo patolégico do cérebro pode ser causado por fatores
ambientais e genéticos. A partir dos 60 anos de idade, ocorre uma diminuicéo do volume
e do peso cerebral, um aumento do volume ventricular e de espacos por onde circula o
liquido cefalorraquidiano (Anderton 2002). As zonas cerebrais principalmente afetadas
pela perda de volume sdo: o cortex cerebral, 0 hipocampo e a matéria branca (Jernigan et
al. 2001). A amigdala, o hipocampo e o cortex cerebral sdo algumas das regibes com
maior perda neuronal (Anderton 2002). Contudo, existem alguns neurdnios que sofrem
apenas encolhimento dos corpos celulares. Noutras regides do cérebro, como é o caso do
nacleo basal, ocorre o encolhimento do corpo celular neuronal e perda neuronal
(Anderton 2002). E também comum, existir uma disfuncio sinaptica (Masliah et al.
1993), como por exemplo, menor excitabilidade inicial, maior dificuldade em gerar
potenciais de acdo e menor nimero de espinhas dendriticas nos ganglios basais, que por

sua vez, prejudica a execugdo de movimentos complexos (Walsh and Akopian 2019).



Para além da perda de volume e de neuronios, os cérebros envelhecidos apresentam
perfis de expressdo génica e proteica alterados, verificando-se um aumento da expressao
de genes envolvidos na resposta ao stress na inflamacéo e uma diminuicao da expressédo
de genes envolvidos na reparacdo do DNA, no metabolismo de proteinas e nas atividades
trépicas (Anderton 2002).

1.4. Doencas Neurodegenerativas

1.4.1. Principais achados neuropatoldgicos

O maior fator de risco para o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas €,
de facto, o envelhecimento (Hung et al. 2010). A probabilidade de desenvolver este tipo
de patologias aumenta drasticamente a partir dos 60 anos (Rego 2017). Os mecanismos
moleculares associados ao envelhecimento, tais como: a disfungdo mitocondrial,
reparacdo do DNA deficiente, acumulacéo do stress oxidativo, erosdo dos telomeros e
capacidade de regeneracdo de tecidos diminuida, sao fatores que também contribuem para
a patogenese molecular das doencas neurodegenerativas (Hung et al. 2010). Para além
destas caracteristicas, as doencas neurodegenerativas associadas ao envelhecimento séo
também caracterizadas pela acumulacéo de proteinas com uma conformacdo anormal. A
incorreta conformacéo das proteinas pode também estar associada a idade, uma vez que,
o sistema de controlo de qualidade da sintese de proteinas diminui ao longo do tempo.
Esta acumulacdo proteica pode conduzir a formagdo de agregados proteicos e,
consequentemente, contribuir para o desenvolvimento da patologia (Hung et al. 2010).

As células do sistema nervoso estdo sujeitas a elevados niveis de stress oxidativo,
metabdlico e i6nico ao longo do tempo e, a dada altura, estas mesmas células deixam de
ter a capacidade de se adaptar a estes niveis de stress, resultando na acumulacéo de lipidos
de membranas, de DNA e de proteinas danificadas (Rego 2017). Como consequéncia, a
acumulacdo destas moléculas danificadas prejudica a fungcdo de determinados organelos
celulares e a capacidade de reparacdo e/ou eliminacdo de proteinas com conformagéo
anormal, contribuindo para a morte neuronal e, por fim, para o desenvolvimento da
doencga (Rego 2017).

Os neuronios sdo células muito vulneraveis ao envelhecimento devido a grande
dependéncia do transporte axonal para manter a funcéo e suporte trofico, a sua elevada

necessidade energética e a extensa area de projecdo, que aumenta a exposi¢do das células
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a elementos toxicos (Rego 2017). Nos neuronios ocorrem, ao longo do tempo, alteracoes
estruturais e funcionais nas proteinas, resultando na formacdo de agregados proteicos
insoltveis, uma vez que o UPS e a autofagia tal como ja foi referido, encontram-se
alterados no processo de envelhecimento. Estes agregados podem acumular-se tanto no
interior como no exterior das células. Os agregados podem contribuir de uma forma
significativa para a patologia de algumas doencas neurodegenerativas, e estar associados
ao declinio cognitivo (Rego 2017).

1.5. Doencgas poliglutaminas

Ateé a data, estdo descritas nove doencas poliglutaminas (polyQ) (Tabela 1.1.), um
grupo que inclui a doenca de Huntington (HD), a doenga de Kennedy ou SBMA (spinal
bulbar muscular atrophy), a DRPLA (dentatorubral-pallidoluysian atrophy) e as ataxias
espinocerebelosas do tipo 1 (SCAL), 2 (SCA2), 3 (SCA3), 6 (SCAB), 7 (SCAT7) e 17
(SCA17) (Stoyas and La Spada 2018; Rego 2017; Matos, de Macedo-Ribeiro, and
Carvalho 2011). Estas doengas sdo autossémicas dominantes, a exce¢do da SBMA que

se trata de uma doenca recessiva ligada ao cromossoma X (Rego 2017; Fan et al. 2014).
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1.5.1. Causas

Uma caracteristica comum das doencas poliglutaminas é a expansao anormal de
sequéncias repetitivas do trinucle6tido CAG na regido codificante dos genes responsaveis
por cada uma das doencas (Zoghbi and Orr 2000; Matos, de Macedo-Ribeiro, and
Carvalho 2011). A mutacdo afeta genes e proteinas diferentes para cada uma das doenca
de poliglutaminas, seja a nivel da sequéncia de amino&cidos, da sua estrutura ou da funcéo
bioldgica (Rego 2017). A expansao de poliglutaminas pode ocorrer em diferentes locais
da proteina, isto €, no meio da sequéncia de aminoacidos, junto ao N-terminal ou ao C-
terminal (Rego 2017). O limite de repeticbes CAG é variavel para cada uma das doengas,
a partir do qual os individuos desenvolvem sintomatologia (Zoghbi and Orr 2000). De
um modo geral, existe uma correlacdo inversa entre a idade em que as patologias se
manifestam e 0 nimero de repeticbes CAG (Matos, de Macedo-Ribeiro, and Carvalho
2011; Zoghbi and Orr 2000). Assim sendo, numeros de repeticbes CAG elevados,
correlacionam-se com um aparecimento da doenca mais precoce, mais Severo,
generalizado e de mais réapida progressdo (Rego 2017; Zoghbi and Orr 2000; Michalik
and Van Broeckhoven 2003).

A “antecipacdo” ¢ outra caracteristica das doengas de poliglutaminas (Stoyas and
La Spada 2018). As expansdes do segmento de poliglutaminas apresentam instabilidade
na transmissdo para a geracdo seguinte, quando o nimero de repetices é patogénico ou
se situa no limite superior dos valores normais (Rego 2017). A transmissdo paterna esta
associada a uma maior instabilidade, o que resulta no aumento do nimero de repetices
CAG (Geschwind 1997; Stoyas and La Spada 2018). Também pode ocorrer instabilidade
na transmissao materna, contudo, esta esta mais associada a uma reducéo da expanséao de
poliglutaminas na geracao seguinte (Rego 2017). A instabilidade do nimero de repeticdes
do trinucledtido CAG difere nas regides cerebrais e nos diferentes tipos celulares do
sistema nervoso central, manifestando-se na forma de moisaicismo somaético (Rego
2017).

1.5.2. Sintomas gerais e comuns entre as doencas de poliglutaminas

Cada uma das doengas afeta, de forma seletiva, determinadas regides do sistema
nervoso central, apesar da expressdo das proteinas mutadas ser normalmente ubiqua
(Rego 2017). Os sintomas clinicos sdo bastante variados, no entanto, ttm em comum,

como resultado, uma perda neuronal progressiva (Rego 2017; Matos, de Macedo-Ribeiro,
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and Carvalho 2011), originando disfungdes motoras, ataxia progressiva, movimentos
sacadicos lentos, disartria, disfagia, dificuldades cognitivas, distonia, deméncia e
parkinsonismo (Fan et al. 2014). Os sintomas das formas mais comum das doencas de
poliglutaminas surgem geralmente na idade adulta, e os doentes tendem a morrer entre

10 a 30 anos ap6s o aparecimento dos primeiros sintomas (Rego 2017).

1.5.3. Achados celulares e moleculares das doencas de poliglutaminas

As nove doencas de poliglutaminas tém em comum eventos patol6gicos
moleculares e celulares provocados pela expansdo anormal de poliglutaminas (Stoyas and
La Spada 2018). Estes mecanismos patoldgicos (Figura 1.2), que podem atuar de forma
cooperativa ou em cascata, incluem: a disfuncdo mitocondrial; danos no DNA;
desregulacdo dos mecanismos de controlo de qualidade proteica e a sua degradacao;
sequestro de outras proteinas para os agregados e disrupcao da sua funcdo; desregulacéo
da transcri¢do, disrupcdo das membranas celulares e subcelulares; alteracdes nos
processos de endocitose e no transporte mediado por microtdbulos (Stoyas and La Spada
2018; Adegbuyiro et al. 2017).

A expansdo de poliglutaminas provoca alteracdes na estrutura e nas interacdes
proteicas, promovendo a formacdo de agregados intranucleares, que consistem em
achados neuropatoldgicos das doencas de poliglutaminas e que podem contribuir para a
patogénese deste tipo de doencas (Michalik and Van Broeckhoven 2003; Adegbuyiro et
al. 2017). Porém, o papel dos agregados proteicos é controverso, pois tém sido descritos
como toxicos, contribuindo para a patogénese das doencas de poliglutaminas, mas por
outro lado, tém também sido descritos como benéficos, uma vez que a sua a formacao
pode servir como resposta celular protetora, de modo a sequestrar espécies proteicas
anormais (Stoyas and La Spada 2018; Takeuchi and Nagai 2017; Adegbuyiro et al. 2017).
A expansdo de poliglutaminas pode também prejudicar a normal funcdo da proteina
(Stoyas and La Spada 2018; He, Lin, and Qin 2010). Por outro lado, a proteina patolégica
pode ganhar uma fungdo que no seu estado normal néo teria (Stoyas and La Spada 2018).

E comum, existir agregados de proteinas mutadas no ntcleo, no citoplasma, ou
em ambos, nos neurdnios das regides cerebrais afetadas (Michalik and VVan Broeckhoven
2003). Os agregados envolvem diferentes moléculas, incluindo as formas normais e
expandidas das proteinas de poliglutaminas e outras moléculas que sdo recrutadas para 0s

mesmos (Adegbuyiro et al. 2017). O processo de agregacao inicia-se por uma fase lenta
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de nucleagdo, que permite a formacéo e elongagéo de fibrilhas insollveis. Segue-se a fase
de crescimento ou de elongagdo, na qual se observa a rapida expansdo das fibrilhas
agregadas. A agregacdo pode ocorrer através do rearranjo dos monomeros de
poliglutaminas, que formam um nucleo que promove a formacéo de fibrilhas, ou entdo,
pode ocorrer através do rearranjo estrutural de diversos oligbmeros sollveis para formar
um ndcleo multimérico que conduz a formag&o de fibrilhas. Ambos os mecanismos de
agregacao podem ocorrer em simultdneo (Adegbuyiro et al. 2017). Os agregados sdo
indicadores da desregulacdo da proteostase (Stoyas and La Spada 2018), uma vez que,
estas estruturas sdo compostas por fragmentos toxicos produzidos pela clivagem
proteolitica que ndo sdo devidamente removidos pelo UPS e autofagia (Stoyas and La
Spada 2018; Cortes and La Spada 2015).

A autofagia estd associada a resposta das células ao stress, tendo um papel
essencial na manutencdo da proteostase (Cortes and La Spada 2015). Nos neuronios, o
processo de autofagia esta envolvido na degradacdo de proteinas de conformacéo anormal
ou de organelos disfuncionais, que pode ocorrer como resposta a disfuncdo do UPS,
causada pelas proteinas expandidas e agregadas (Stoyas and La Spada 2018). No entanto,
diversos estudos apontam para que a autofagia também esteja desregulada em

praticamente todas as doencas de poliglutaminas (Cortes and La Spada 2015).

As doencas de poliglutaminas estdo também associadas a disfuncdo mitocondrial
(Stoyas and La Spada 2018). Dado que 0s neurdnios requerem necessidades energéticas
elevadas e dependem do ATP produzido pela respiracdo celular na mitocondria, séo,
portanto, bastante afetados pelas deficiéncias bioenergéticas. De facto, nestas doencas
verifica-se um comprometimento dos complexos da cadeia de transporte de eletrdes, uma
diminuicdo da producéo de ATP e um aumento dos niveis de ROS. Uma vez que as vias
mitocondriais podem ser afetadas pela sobre-expressao das proteinas de poliglutaminas
mutantes, a patogénese das doencas de poliglutaminas pode também estar associada a

morte celular mediada pela mitocéndria (Stoyas and La Spada 2018).

As espécies agregadas interagem, sequestram e, consequentemente, afetam a funcéo

de proteinas envolvidas na transcri¢cdo, na homeostase proteica, na homeostase redox e
no transporte vesicular (Adegbuyiro et al. 2017). Uma vez que os agregados contém
proteinas de conformacdo anormal, conseguem atrair proteossomas e chaperonas
moleculares, entre outras moléculas (Michalik and Van Broeckhoven 2003). As
chaperonas associam-se de forma transiente aos agregados, no entanto, o proteossoma
14



permanece nos agregados com o intuito de degradar as proteinas ubiquinadas presentes
nestas estruturas. Desta forma, a disponibilidade dos proteossomas na célula diminui, e
consequentemente, a capacidade de remocéo de outras proteinas celulares danificadas ou
com conformacgdo anormal, também reduz. Como resultado, pode ser ativada uma

resposta de stress celular e induzida a apoptose (Michalik and VVan Broeckhoven 2003).

As proteinas patogénicas agregadas podem interagir com outras proteinas livres e
recrutd-las para os agregados. Fora dos seus segmentos poliglutaminicos, as proteinas
patogénicas de cada uma das doencas poliglutaminas séo diferentes entre si, o que
significa que, para cada uma destas doencas, a proteina mutada interage e recruta grupos
de proteinas diferentes para os agregados. Deste modo, nas diversas doencas
poliglutaminas sdo afetadas diferentes funcdes celulares e que se traduz por fendtipos
distintos (Michalik and Van Broeckhoven 2003), existindo no entanto, algumas vias e
mecanismos moléculares que estdo afetados de forma comum a todas as doencas de

poliglutaminas.
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Figura 1.2- Mecanismos moleculares e celulares envolvidos na patologia das doencas de
poliglutaminas. No nucleo, o gene com a expansdo CAG é transcrito no mRNA, que
posteriormente sera traduzido para proteina no citoplasma. A proteina resultante,
contem um segmento de poliglutaminas expandido e, portanto, terd uma conformacao
anormal. Esta proteina mutada pode sofrer clivagem proteolitica e gerar pequenos
fragmentos toxicos. Além disso, pode também provocar a desregulagdo da homeostasia
do calcio, disfuncdo dos mecanismos de remocéao de proteinas, tais como: a autofagia e
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0 UPS, disfuncdo mitocondrial e disfuncéo do transporte mediado por microtibulos. As
proteinas com o trato de poliglutaminas expandido e os fragmentos toxicos podem formar
agregados citosoélicos e recrutar outras proteinas citosoélicas, afetando a sua funcéo. Por
outro lado, podem ser transferidos para o nucleo, onde afetam a transcri¢cdo ou, também
formar agregados nucleares (baseado no artigo de Stoyas and La Spada 2018 e Alves-
Cruzeiro et al. 2016).

1.6. Ataxia espinocerebelosa do tipo 2 (SCA2)
1.6.1. Gene causador
O gene responsavel pela SCA2, ATAXINA-2 (ATXN2, ID:6311), localiza-se no
cromossoma 12g24.1 (Gispert et al. 1993). Este gene € altamente conservado entre
diversos organismos eucariotas (Jimenez-Lopez and Guzman 2014). Contudo, a expansédo
do segmento de poliglutaminas no N-terminal da ATAXINA-2 é restrita especificamente

aos primatas (Jimenez-Lopez and Guzman 2014).

A regido codificante do gene da ATAXINA-2 tem cerca de 130 kb e engloba 25
ex0es com cerca de 4500 bp (Sahba et al. 1998). No primeiro exdo codificante encontra-
se a repeticdo do trinucledtido CAG, portanto, as proteinas apresentam o segmento

poliglutaminico no N-terminal (Sahba et al. 1998).

O alelo normal do gene da ATAXINA-2 tem a estrutura
(CAG)gCAA(CAG),CAA(CAG)g (Imbert et al. 1996). A forma mais comum do alelo
normal apresenta duas interrupcdes de CAA, que também codifica para a glutamina,
porém, as interrupcdes entre os trinucledtidos CAG pode ser apenas uma, ou podem ser
até trés (Imbert et al. 1996; Cancel et al. 1997; Saleem et al. 2000). Por outro lado, o alelo
patologico ndo apresenta interrupcdes entre as repeticdes CAG (Imbert et al. 1996; Sanpei
et al. 1996; Giunti et al. 1998; Saleem et al. 2000).

O gene é expresso em diversos tecidos, estando presente no cérebro, pancreas,
placenta, masculo esquelético, figado, coracdo, rim e pulmao (Pulst et al. 1996; Sanpei et
al. 1996). No cérebro, 0 mRNA da ATAXINA-2 pode ser detetado no tdlamo, amigdala,
hipotalamo, hipocampo, substantia nigra, nucleo caudado, nicleo subtalamico e corpo
caloso (Sanpei et al. 1996), sendo a sua expressdo mais elevada nas células de Purkinje
(Huynh et al. 1999).
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1.6.2. Proteina

A proteina ATAXINA-2 (nimero de acesso na base de dados UniProt: Q99700)
é o produto do gene ATXN2 e tem uma massa molecular de aproximadamente 140 kDa
(Pulst et al. 1996; Sanpei et al. 1996; Albrecht et al. 2004). Na sua forma normal, a
proteina inclui frequentemente 22 glutaminas no segmento de poliglutaminas e tem ao
todo cerca de 1312 residuos (Albrecht et al. 2004).

A ATAXINA-2 (Fig. 1.3) contém dois dominios globulares denominados Like Sm
(Lsm) e Lsm-associated domain (LsmAD) (Albrecht et al. 2004). A proteina contém
também o motivo PAM2 que interage com a poly(A)-binding protein (PABPC1). A
ATAXINA-2 também contém na sua sequéncia péptidos (R)RG capazes de ligar-se ao

RNA noutras proteinas.

Poly-Q Lsm PAM2

1312

LsmAD

Figura 1.3. - Estrutura secundaria da ATAXINA-2 humana. Esta proteina contém 1312
residuos, e inclui os dominios Lsm, LsmAD e PAM2 que conferem a proteina
determinadas funcbes associadas ao metabolismo do RNA. Junto ao N-terminal,
encontra-se o trato poliglutaminico (Poly-Q).

1.6.3. FuncOes
O papel da ATAXINA-2 é bastante diverso (Fig. 1.4.). Esta proteina esta

associada a fungbes moleculares, celulares e fisioldgicas:

A. Metabolismo do RNA: como proteina ligante de RNA, a ATAXINA-2 esta
envolvida no processamento de mRNA (Albrecht et al. 2004). Os dominios Lsm
conferem as proteinas funcionalidades associadas ao processamento de RNA, tal como a
modificacdo do RNA, splicing do pré-mRNA, decapping e degradacdo do mRNA.
Algumas proteinas que contenham estes dominios podem também ser componentes de
pequenas ribonucleoproteinas nucleares (SnRNPs - spliceosomal small nuclear
ribonucleoproteins) (Albrecht et al. 2004). O motivo Sm esta incluido nas proteinas Lsm

(He and Parker 2000), estando envolvidos na interacdo especifica entre proteinas
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necessarias para a associa¢do do snRNP; logo, a presenca deste motivo na ATAXINA-2
sugere que esta pode interagir com os SNRNPs (Neuwald and Koonin 1998). Deste modo,
a regulacdo do splicing pode ser afetada pela expansdo de poliglutaminas no N-terminal

da proteina, que altera ou impede as interacGes proteicas (Neuwald and Koonin 1998).

A proteina A2BP-1 (ataxin 2 binding protein 1) € uma proteina que contém um
dominio de reconhecimento de RNA, o RRM (RNA Recognition Motif ), e interage com
0 C-terminal da ATAXINA-2, (Albrecht et al. 2004; Shibata, Huynh, and Pulst 2000)
sendo esta interagcdo independente do segmento de poliglutaminas (Shibata, Huynh, and
Pulst 2000). A proteina homologa & ATAXINA-2 na levedura, a Pbpl, ndo so interage
com o homélogo do PABPC1 humano, PABL1 na levedura, como também regula a
poliadenilacdo apo6s o splicing do pré-mRNA (Albrecht et al. 2004). O Pbpl possui
funcdes semelhantes a ATAXINA-2, pois também esta envolvido no processamento de
MRNA, incluindo a edigdo, o splicing, a exportacdo e degradacdo do mRNA (Ralser et
al. 2005). A ATAXINA-2 interage diretamente com o PABP (Ralser et al. 2005; Nobrega
et al. 2015) e pode associar-se aos polirribossomas, independentemente do tamanho da

expansdo de glutaminas (Satterfield and Pallanck 2006).

B. Regulacéo de R-loops: Um R-loop consiste numa estrutura com trés cadeias de
acidos nucleicos, isto €, uma cadeia de RNA e as duas cadeias de DNA (positiva e
negativa) (Aguilera and Garcia-Muse 2012), estando descritos como possiveis causadores
de instabilidade genémica (Aguilera and Garcia-Muse 2012). A ATAXINA-2 pode ter
um papel na represséo dos R-loops, uma vez que a deplecdo da sua expresséo resulta na

acumulacdo de R-loops em células humanas e na levedura (Abraham et al. 2016).

C. Regulacdo da sinalizacdo de célcio: A homeostasia do célcio é regulada por
diversos canais de calcio nas células de Purkinje e noutros neurdnios, tais como, sensores
de calcio e cinases/fosfatases dependentes de calcio (Lee et al. 2018). A expanséo anormal
de glutaminas na ATAXINA-2 pode estar implicada na desregulacdo da sinalizacéo de
calcio nas células Purkinje e, consequentemente, conduzir a degeneracao destas celulas,

contribuindo assim para a doenga (Kasumu and Bezprozvanny 2012).
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D. Manutencdo da morfologia e dindmica do Reticulo Endoplasmaético: A
ATAXINA-2 associa-se de forma transiente aos ribossomas que estdo ligados a
membrana do reticulo endoplasmatico rugoso (van de Loo et al. 2009), tendo um papel
importante na manutencdo da sua morfologia e na dinamica deste organelo (Del Castillo
et al. 2019). O reticulo endoplasmatico € rico em proteinas capazes de se ligar ao RNA e
a sua estrutura e funcdo pode ser mediada pela ATAXINA-2. Visto que a ATAXINA-2
tem um papel no metabolismo do RNA (Albrecht et al. 2004), esta proteina facilita a
traducdo do mMRNA codificante para componentes estruturais do reticulo endoplasmatico
ou para proteinas associadas a este organelo (Del Castillo et al. 2019). Desta forma, a
ATAXINA-2 mantém a estrutura apropriada do reticulo endoplasmatico e,

consequentemente, facilita as fungdes do mesmo (Del Castillo et al. 2019).

E. Formacdo dos granulos de stress: Diversos tipos de stress celular induzem a
formacdo de granulos de stress citoplasmaticos nas células eucarioticas (Buchan and
Parker 2009). Os granulos de stress contém varios componentes que estéo envolvidos no
processo de iniciacdo da traducdo, mRNAs nédo traduzidos, proteinas capazes de ligar ao
RNA (RBPs - RNA binding proteins), entre outros elementos (Buchan and Parker 2009;
Anderson and Kedersha 2006; Nunes et al. 2019). S&o recrutadas para os granulos de
stress, proteinas que estabilizam ou destabilizam o RNA, como por exemplo, o PABP
(Kedersha and Anderson 2002). A ATAXINA-2 é também recrutada para os granulos de
stress, possivelmente através da interacdo com o PABP (Ralser et al. 2005). Os granulos
de stress podem também incluir a DDX6 (Nonhoff et al. 2007). Através dos dominios
Lsm/LsmAD, a ATAXINA-2 interage com o DEAD/Hbox RNA helicase DDX®,
podendo esta interacdo também facilitar o seu recrutamento para estes foci. O aumento
da expressdo da ATAXINA-2 ndo afeta os granulos de stress. No entanto, o nimero e
tamanho dos granulos de stress diminui drasticamente quando a expressdo de ATAXINA-
2 diminui. Portanto, esta proteina pode ter um papel essencial na formacéo dos granulos
de stress (Nonhoff et al. 2007).

F. Promove a apoptose: A ATAXINA-2 pode estar envolvida na regulacdo da
sensibilidade das células ao estimulo apoptético (Meunier et al. 2002). A morte celular e

0 aparecimento de celulas apoptoticas pode ser despoletada pela caspase 8 (Wiedemeyer
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et al. 2003). A ativagdo desta caspase parece coincidir com a regulacdo positiva da
ATAXINA-2, enquanto que a ATAXINA-2 mutada é menos eficiente na sensibilizagdo

das células ao estimulo apoptético (Wiedemeyer et al. 2003).

G. Regulacdo do metabolismo: A ATAXINA-2 tem um papel na homeostasia da
energia celular e pode atuar como um mediador metabdlico e sensor de nutrientes (Lee et
al. 2018). O knock-out da Ataxina-2 em murganhos provoca obesidade, hepatosteatose e
dislipidemia, acompanhado por uma diminuicdo dos recetores de insulina no figado e no
pancreas, e por um aumento dos niveis de insulina no pancreas (Lastres-Becker et al.
2008). Além disso, a deplecdo da Ataxina-2 causou uma diminuicdo da esfingomielina,
aumento de gangliosidos e ainda desencadeou alteragdes na homeostasia do colesterol no
cerebelo (Lastres-Becker et al. 2008). Portanto, a atividade pds-transcricional da
ATAXINA-2 pode controlar a sinalizacdo de insulina e possivelmente o metabolismo

lipidico nos neurdnios (Lee et al. 2018).

H. Desenvolvimento do organismo e reproducdo: Em C. elegans, o homologo da
ATAXINA-2 ¢ importante para o desenvolvimento embrionario e pds-embrionério
(Kiehl, Shibata, and Pulst 2000; Ciosk, DePalma, and Priess 2004). Esta proteina em C.
elegans demonstra também ser essencial para o tamanho apropriado das génadas e para
o inicio da oogenese (Ciosk, DePalma, and Priess 2004). A auséncia da sua expressdo
afeta a regulagdo espacial e temporal, provocando defeitos no desenvolvimento da

linhagem germinal (Ciosk, DePalma, and Priess 2004).

I. Formacdo dos filamentos de actina: A Datx2, o homoélogo da ATAXINA-2 na
Drosophila melanogaster, demonstrou ser um regulador sensivel & dosagem da formacao
de filamentos de actina no citoesqueleto (Satterfield 2002). Alteracfes na expressao desta
proteina provoca defeitos na formacdo dos filamentos de actina e, consequente
degeneracéo de tecidos, letalidade e esterilidade feminina. A Datx2 atua de forma indireta
sobre a actina, através do controlo da localizagdo, estabilidade ou traducdo do mRNA que
codifica para proteinas essenciais para a polimerizacao da actina, uma vez que o Datx2 e

os filamentos de actina n&o interagem diretamente (Satterfield 2002).
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J. Regulacdo da sinalizacdo do TOR: o TOR tem 2 complexos distintos, o
complexo TOR1 (TORC1) e o complexo TOR2 (TORC2), que sdo proteinas cinases que
regulam processos de crescimento celular em resposta a disponibilidade de nutrientes
(Wullschleger, Loewith, and Hall 2006). Em resposta ao stress de nutrientes, os niveis de
ATAXINA-2 aumentam, e esta proteina modula a sinalizacdo da via PI3K/mTOR
(Lastres-Becker et al. 2016). O knockdown e knock-out da Ataxina-2 em murganhos em
condicGes de privacdo de nutrientes conduz a ativacao da via mTOR, o que sugere que a
Ataxina-2 inibe a sinalizagdo mTOR (Lastres-Becker et al. 2016; Ostrowski, Hall, and
Mekhail 2017). Em C. elegans, o homologo da ATAXINA-2 regula o tamanho corporal
e celular através do controlo sobre a via mTOR, pois esta proteina associa-se ao GDI-1
(GDP dissociation inhibitor, um inibidor da troca de GDP-GTP que atua nos membros
da familia Ras) e inibe 0 mMTORCL1 (Bar et al. 2016).

K. Ritmo circadiano: O reldgio circadiano consiste num clico endégeno, no qual
diferentes processos oscilam e estdo sincronizados (Ostrowski, Hall, and Mekhail 2017).
A proteina PERIOD na Drosophila, dPER, é um componente critico do ritmo circadiano
(Yu and Hardin 2006). A Datx2 permite a traducdo de PER na Drosophila (Lim and
Allada 2013). A deplecdo da Datx2 ou a presenca da sua forma mutante, resulta na
diminuicdo dos niveis de PER e altera o ritmo circadiano, o qual € restaurado pela
expressdo da ATAXINA-2 normal. A proteina TYF (TWENTY-FOUR) interage com
ATAXINA-2 e esta é essencial para a ativacdo da traducdo do PER (Lim and Allada
2013). Nos mamiferos, o reldgio € mais complexo, pois envolve trés proteinas PERIOD
(PER1, PER2 e PER3) homdlogas a proteina PER da Drosophila (Zylka et al. 1998). O
knock-out da Ataxina-2 em murganhos ndo provocou alteracfes nos niveis das proteinas
PER1 e PER2 em comparagdo com 0s murganhos normais, o que sugere que a Ataxina-
2 pode ndo estar diretamente envolvida na ativagéo da traducéo da PER1 e PER2 (Pfeffer
etal. 2017). No entanto, estes animais, apds a desregulagéo transiente do ciclo circadiano,
demoraram mais tempo a reajustar o seu ciclo, comparado com os murganhos normais, o
que sugere que o ciclo circadiano é afetado pela auséncia da Ataxina-2 (Pfeffer et al.
2017).
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Figura 1.4.- Funcoes da Ataxina 2. O esquema enumera as diversas funcGes da Ataxina 2
descritas. Esta proteina tem um papel: no metabolismo do RNA; na regulacédo de R-
loops; na regulacéo da sinalizacdo de Célcio; na manutencéo da morfologia e dinamica
do Reticulo Endoplasmético; na formacdo dos granulos de stress; na promocao da
apoptose; na regulacdo do metabolismo; no desenvolvimento do organismo e na
reproducdo; na formacéo dos filamentos de actina; na regulacéo da sinalizagéo do TOR
e, por fim, no ritmo circadiano.

1.6.4. Doencas associadas ao gene ATAXINA-2

O alelo normal do gene ATAXINA-2 tem cerca de 21 a 23 repeticdes CAG, sendo
mais frequente as 22 repeti¢des (Geschwind 1997). Contudo, quando a expansdo é
superior a 35 repeticdes, 0 gene torna-se patolégico e provoca a doenga ataxia
espinocerebolosa do tipo 2 (SCA2: Spinocerebellar Ataxia Type 2; OMIM #183090)
(Geschwind 1997). O namero de repetices CAG patoldgicas mais comum nos doentes
com SCA2 ¢ de 37 (Pulst et al. 1996). Geralmente, a doenca tende a manifestar-se por
volta dos 30 anos (Geschwind 1997). Contudo, a idade em que a doenca se desenvolve
varia consoante o nimero de repetices (Pulst et al. 1996). Verifica-se que existe uma
correlacdo inversa entre o numero de repeticbes CAG e a idade em que a doenca se
manifesta, isto é, quanto maior o nimero de repeti¢des, mais cedo se desenvolve a doenca
(Imbert et al. 1996).
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A SCAZ2 é o segundo tipo de ataxia espinocerebelosa mais comum, logo a seguir
a SCAZ3, e distribui-se geograficamente pelo mundo (Durr 2010), com maior prevaléncia
em Cuba (Auburger et al. 1990).

A ATAXINA-2 normal, devido as suas diversas fun¢des, pode estar também
associada a outras doengas neurodegenerativas, tais como a SCA1 1 (Al-Ramahi et al.
2007), SCA3 (Nobrega et al. 2015; Lessing 2008), Esclerose Amiotrofica Lateral (Elden
et al. 2010) e doenca de Parkinson (Gwinn-Hardy et al. 2000).

A Ataxina-1 expandida, responsavel pela SCAL, interage com a Ataxina-2 normal
(Al-Ramahi et al. 2007). O aumento da expressdo de Ataxina-2 aumenta a toxicidade da
Ataxina-1, enquanto a diminuic&o dos niveis de Ataxina-2, reduzem a neurodegeneragao
causada pela Ataxina-1. Além disso, a Ataxina-1 mutada conduz a acumulacdo de
Ataxina-2 no nucleo que, por sua vez, contribui para o aumento da toxicidade provocada
pela Ataxina-1 e, consequentemente, para a patogénese da Ataxia espinocerebelosa do
tipo 1 (Al-Ramabhi et al. 2007).

Na SCA3 ou doenca de Machado-Joseph, os niveis de mMRNA ou de proteina da
Ataxina-2 estdo reduzidos (Nobrega et al. 2015) e, para além disso, esta proteina é
recrutada para os agregados nucleares de Ataxina-3 mutante, o que leva a uma reducao
citoplasmatica da proteina Ataxina-2. A diminuigdo dos niveis de Ataxina-2 resulta num
aumento da disponibilidade da PABP e, por sua vez, conduz ao aumento do nimero de
agregados nucleares de Ataxina-3. Ao restaurar os niveis de Ataxina-2, ocorre uma
diminuicdo do numero de agregados e dos niveis de espécies sollveis de Ataxina-3
mutada, atenuando anormalidades neuropatolégicas, como, por exemplo, a perda de

volume neuronal e de células de Purkinje (Nobrega et al. 2015).

A Ataxina-2 e a TDP-43, uma proteina associada a patogénese da Esclerose
Amiotrofica Lateral, podem interagir de forma dependente de RNA e associar-se num
complexo (Elden et al. 2010). A Ataxina-2 mutada pode alterar a toxicidade da TDP-43.
Além disso, a expansdo do gene ATXNZ2, principalmente entre 27 a 33 repeti¢des, € um
fator de risco para o desenvolvimento de Esclerose Amiotrofica Lateral (Elden et al.
2010).

Ao analisar uma familia com historial clinico de Doenca de Parkinson, verificou-
se que, para além da sintomatologia desta doencga, os doentes apresentavam também um

fenotipo ataxico (Gwinn-Hardy et al. 2000). A ataxia era provocada por mutacdes no
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locus SCA2, no qual, um dos alelos apresentava uma expansdo de glutaminas. Esta
expansao de glutaminas aumentava nas seguintes geragdes, sendo também observavel o
efeito de antecipacdo, isto é, a doenca manifestava-se mais precocemente nas novas

geracOes (Gwinn-Hardy et al. 2000).

1.6.5. Sintomas

Os sintomas apresentados pelos doentes com SCA2 incluem ataxia da marcha
precoce, ataxia apendicular, disartria, distonia, disfagia, sinais Babinski, sinais
piramidais, movimentos sacadicos lentos, neuropatia, deméncia, fasciculacfes fasciais,
oftalmoparese supranuclear, aumento do tonus e dos reflexos do tenddo (Geschwind
1997).

1.6.6. Caracteristicas principais

Os doentes com SCA2 apresentam determinados achados cerebrais patologicos,
como a perda neuronal severa na substantia nigra, das células de Purkinje do cerebelo
(Huynh et al. 1999), como também, perda neuronal no globo pélido, no estriado e no
cortex cerebral (Estrada et al. 1999). Os cérebros dos doentes apresentam uma diminuicéo
do peso dos hemisférios cerebrais e dos ganglios basais (Estrada et al. 1999). Também se
observa atrofia cerebral moderada, perda axonal, astrogliose e aumento da microglia em
regides especificas do cérebro (Huynh et al. 1999; Estrada et al. 1999).

No cerebelo destes doentes, verifica-se uma reducdo do seu peso e volume, uma
diminuicdo da camada molecular e ainda perda de algumas fibras de mielina (Estrada et
al. 1999). O gene da ATAXINA-2 é expresso na maioria dos 6rgaos e a proteina tem uma
ampla distribuicdo neuronal (Huynh et al. 1999). Talvez porque, os seus niveis de
expressao sao mais elevados nas células de Purkinje, as quais sdo também a populacédo
celular que sofre maior perda neuronal. Nas células de Purkinje, a ATAXINA-2 encontra-
se distribuida pelo citoplasma, enquanto na maioria dos restantes neurdnios, como no
caso dos neurdnios dentados, dos neurdnios piramidais do cortex e do hipocampo, a
ATAXINA-2 encontra-se num polo do citoplasma (Huynh et al. 1999). Na SCA2, as
células de Purkinje apresentam ainda deformac@es nos axonios e uma fraca arborizagéo
dendritica (Estrada et al. 1999).
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1.6.7. Mecanismos moleculares envolvidos na SCA2

A mutacéo no gene da ATAXINA-2 provoca na proteina um ganho de fungéo (Pulst
et al. 1996). Nas fases iniciais da doenca, formam-se agregados citoplasmaticos de
ATAXINA-2 mutada, enquanto nas fases finais, estdo presentes agregados nucleares
(Koyano et al. 2014). Nos doentes com SCA2, nem sempre se observa a formacdo de
agregados intranucleares nas células de Purkinje degeneradas do cerebelo ou do tronco
cerebral, 0 que sugere que estes podem ndo ser essenciais para a patogénese da doenca
(Huynh et al. 2000).

A autofagia e o UPS sdo as tipicas vias de degradacdo de proteinas com
conformagdo anormal (Alves-Cruzeiro et al. 2016). O FBXW8 é uma subunidade do
complexo ubiquitina ligase e pode desregular a ATAXINA-2 mutante (Damrath et al.
2012). Além disso, a PARK2, um E3 ubiquitina ligase, e o FBXW8 podem ser
sequestrados para os agregados de ATAXINA-2 mutante (Halbach et al. 2015). Estas
evidéncias sugerem que o UPS pode estar prejudicado, o que resulta no aumento da
clivagem das proteinas mutantes em fragmentos pequenos e toxicos e, consequentemente,
promove a acumulacdo de proteinas anormais, contribuindo para a neurodegeneracao
(Alves-Cruzeiro et al. 2016).

Sabe-se que a ATAXINA-2 tem um papel associado a regulacéo da traducéo e no
metabolismo do mMRNA (Satterfield and Pallanck 2006; Albrecht et al. 2004; Shibata,
Huynh, and Pulst 2000). Esta proteina localiza-se no reticulo endoplasmaético (van de Loo
et al. 2009) e no aparelho de Golgi (Huynh et al. 2003). A expansdo anormal de
poliglutaminas da ATAXINA-2, afasta esta proteina do complexo de Golgi, provoca a
sua disrupcdo e, consequentemente, conduz a morte celular por apoptose (Huynh et al.
2003). A ATAXINA-2 promove a estabilidade do mRNA atraves da sua capacidade de
se ligar diretamente ao 3> UTR dos mRNAs (Yokoshi et al. 2014). A ATAXINA-2
mutada desregula, de uma maneira dependente do tamanho da expansao, a capacidade da
proteina normal em estabilizar o mRNA, diminuindo a sua competéncia na regulacdo
positiva da expressdo proteica (Yokoshi et al. 2014). De um modo geral, o turnover
proteico da celula é afetado pela expansdo de poliglutaminas, devido ao facto de os
sistemas de sintese e de degradacéo proteica estarem prejudicados (Alves-Cruzeiro et al.
2016). Na SCAZ2, verifica-se que 0s neuronios sdo bastante suscetiveis a alteracbes no
turnover proteico, visto que estas células tém a funcéo de estabelecer e manter a atividade

sinaptica (Alves-Cruzeiro et al. 2016).
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Na doenga SCA2, observa-se a desregulacdo da sinalizacdo de célcio que afeta
principalmente as células de Purkinje, contribuindo para a sintomatologia desta doenca
(Kasumu and Bezprozvanny 2012). A depressdo a longo-termo (LTD - Long Term
Depression) nas células de Purkinje é intensificada pelo aumento dos niveis de calcio
intracelulares mediado pela ATAXINA-2 mutada. Consequentemente, a atividade destas
células é suprimida, traduzindo-se no fenétipo atdxico (Kasumu and Bezprozvanny
2012). Como referido anteriormente, a ATAXINA-2 localiza-se no reticulo
endoplasmatico, o deposito de calcio intracelular (van de Loo et al. 2009). A ATAXINA-
2 mutada interage com o recetor do tipo 1 inositol 1,4,5-trifosfato (InsP3R19),
favorecendo a libertacdo do caélcio intracelular nas culturas priméarias de células de
Purkinje em modelos de murganhos SCA2 transgénicos (Liu et al. 2009). A ocorréncia
destes eventos provoca um aumento da sensibilidade destas células a morte celular por
apoptose, induzida pelo glutamato (Liu et al. 2009). Os sintomas destes murganhos
podem ser aliviados por varias estratégias que afetam a atividade dos recetores de célcio
intracelulares e dos recetores de potassio ativados pelo calcio, o que indica que um dos
mecanismos principais da degeneracdo das células de Purkinje na SCA2 pode ser a
desregulacdo do calcio (Kasumu, Liang, et al. 2012; Kasumu, Hougaard, et al. 2012; Liu
et al. 2009).

A modulacdo de genes mutados através de miRNAs, a producdo de moléculas de
RNA mutantes pela transcri¢do anti-sense e o sequestro de proteinas capazes de ligar ao
RNA constituem mecanismos de toxicidade do RNA para a neurodegeneracdo (Alves-
Cruzeiro et al. 2016). Na SCAZ2, verifica-se a transcri¢do bidirecional do gene ATXN2 que
resulta na producao de transcritos anti-sense (ATXN2-AS) neurotdxicos (Li et al. 2016).
Contudo, apenas 0 ATXN2-AS mutante, com a expansdo do trinucledtido CUG, provoca

toxicidade nas células (Li et al. 2016).

Os mecanismos moleculares patoldgicos envolvidos na patologia da SCA2 estdo

resumidos abaixo na Fig. 1.5.
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I
Neurodegeneragdo e

desenvolvimento da sintomatologia

i

Figura 1.5. - Esquema representativo dos mecanismos moleculares envolvidos na
patologia da SCA2. A ATAXINA-2 mutada conduz a formacdo de agregados
citoplasmaticos, provoca instabilidade do mRNA e a desregulacédo da sinalizacdo de
célcio. Além disso, contribui para a desregulacé@o dos sistemas de sintese e degradacéo
de proteinas que, por sua vez, conduz ao aumento da producéo de pequenos fragmentos
toxicos e do numero de proteinas de conformacdo anormal presentes na célula. A
expansao de poliglutaminas na ATAXINA-2 causa a disrup¢do do complexo de Golgi,
resultando na apoptose celular. Ainda se verifica a transcri¢éo bidirecional do gene e,
consequentemente, a producgdo de transcritos anti-sense da ATXN2 mutada, que é toxica
para as células. Todos estes eventos conduzem a neurodegeneracdo e ao aparecimento
dos sintomas da doenga, contribuindo para o desenvolvimento da doenca SCA2.

1.7. Modelos animais roedores de SCA2
A ATAXINA-2 humana apresenta homologia elevada com a Ataxina-2 no
murganho, tanto a nivel de mRNA, como de proteina (Nechiporuk et al. 1998). Contudo,
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a auséncia do segmento de poliglutaminas na Ataxina-2 dos roedores, sugere que as

doengas poliglutaminas ndo se desenvolvem nestes animais, mas apenas em primatas.

O mRNA do gene da Ataxina-2 nos murganhos € expresso em diversos tecidos do
organismo, tais como, o cérebro, o intestino, o baco, o musculo esquelético, o rim, o
figado, o pulmdo e o coracdo (Nechiporuk et al. 1998). No cérebro, a Ataxina-2 é expressa
em niveis mais elevados nas células de Purkinje do cerebelo e nos neurénios do tronco
cerebelar. Contudo, a sua expressdo € mais reduzida no cortex cerebral, no giro dentado

do hipocampo e nos neurénios da camada granular do cerebelo (Nechiporuk et al. 1998).

Atualmente, ndo existe cura paraa SCA2, sendo gque a Unica terapia baseia-se nos
cuidados paliativos e na utilizacdo de farmacos para alivio dos sintomas (Alves-Cruzeiro
et al. 2016). No entanto, estes métodos de tratamento ndo impedem a progressao da
doenca, pelo que existiu a necessidade de desenvolver modelos animais com o intuito de
testar novas estratégias terapéuticas efetivas que possam ser introduzidas na préatica
clinica. Os modelos de murganho para a SCA2 mimetizam o fenétipo da doenca, o que
permite estudar, tanto a progressdo da doenga, como também testar novas estratégias
terapéuticas. Até a data, foram descritos seis modelos de murganho para a SCA2

utilizando diferentes estratégias (Alves-Cruzeiro et al. 2016):

1.7.1. Modelo Q58:

O primeiro modelo de murganho a ser desenvolvido para a SCA2 consiste num
modelo animal transgénico que expressa 0 gene ATXN2 humano no seu comprimento
total, com uma expanséo de 58 CAG (Q58) (Huynh et al. 2000). O gene humano encontra-
se sob a regulacdo do promotor heterdlogo Pcp2 (Purkinje cell protein 2), que direciona
a expressdo do transgene especificamente para as células de Purkinje do animal. Os
grupos controlo e modelo heterozigotico expressavam o cDNA da ATAXINA-2 humana
com 22 glutaminas (Q22). As 16 semanas, os modelos Q58 comecaram a manifestar o
fenotipo, pois demonstraram aperto (clamping) e reducdo no comprimento da passada.
Também as 16 semanas, verificou-se um pior desempenho no teste rotarod nos animais
Q58 homozigébticos. Porém, os animais Q58 homozigéticos e heterozigoticos
demonstraram deficiéncias motoras progressivas que se tornaram severas as 26 semanas
de idade (Huynh et al. 2000). Outras caracteristicas fenotipicas dos animais Q58 incluem

descoordenacdo e perda de equilibrio no teste de caminhar ao longo de uma barra,

28



caracterizadas pelo aumento do namero de deslizes das patas e de longos periodos de
laténcia para atravessar a barra (Liu et al. 2009). Estas deficiéncias motoras foram-se

agravando de uma forma progressiva com o aumento da idade (Liu et al. 2009).

A neuropatologia do modelo Q58 homozigético foi analisada através da
imunoreatividade de um marcador de disfungdo neuronal, a calbindina-28K, que é
expressa nas células de Purkinje (Huynh et al. 2000). A imunoreatividade da calbindina-
28K mostrou estar diminuida as 4 semanas de idade, com uma diminuicéo acentuada entre
as 7 e 14 semanas, semelhante a perda de células de Purkinje em doentes de SCA2 com
41 repeti¢bes. Foi ainda observada a perda progressiva das células de Purkinje, que
atingiu os 50% por volta das 24 e 27 semanas de idade (Huynh et al. 2000). As 24 semanas
de idade, o perfil eletrofisiolégico dos animais Q58 era anormal, sendo visivel um
aumento da variabilidade de intervalos entre disparos, uma diminuicdo da frequéncia e
do namero de disparos das células Purkinje (Kasumu, Liang, et al. 2012). Este perfil
eletrofisiologico anormal as 24 semanas de idade coincide com a altura em que se
manifesta o fenotipo nestes animais (Liu et al. 2009). O perfil eletrofisiolégico dos
murganhos Q58 piorou progressivamente com a idade (Kasumu, Liang, et al. 2012).
Portanto, a progressiva descoordenacdo motora com a idade (Liu et al. 2009) pode ser
causada pelo agravamento progressivo do perfil eletrofisioldgico das células de Purkinje
(Kasumu, Liang, et al. 2012).

1.7.2. Modelo Q75:

O segundo modelo de murganho foi criado através da insercdo do gene ATXN2
humano com uma expansdo de 75 CAG (Q75), e que estava sob o controlo do préprio
promotor do SCA2 humano (Aguiar et al. 2006). A utilizacdo deste promotor permitiu a
expressdao ubigua do transgene pelo corpo do animal, sendo detetado no cérebro, no
figado, no tecido muscular, no rim e nos pulmdes. O numero de repeticbes de CAG

manteve-se constante ao longo das geracoes.

Foi visivel um comportamento ataxico no teste rotarod nos modelos animais Q75
homozigéticos as 6 semanas e nos modelos animais Q75 heterozigdticos as 12 semanas.
Atendendo que os animais normais ndo tiveram qualquer problema no desempenho

durante a realizacdo do teste, os resultados sugerem que o0s niveis de expressao da
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ATAXINA-2 mutante podem influenciar o0 momento em que se manifesta a

sintomatologia.

Relativamente a neuropatologia, nos modelos Q75 observou-se, ao fim de um ano:
neurodegeneracdo dos neurdnios de Purkinje no cortex cerebral; diminuicdo da expressdo
da calbindina-28K; redugdo da arborizacdo dendritica e encolhimento dos corpos

celulares das células de Purkinje (Aguiar et al. 2006).

1.7.3. Modelo Q42Kl:

O terceiro modelo de murganho desenvolvido consistiu numa abordagem
diferente das anteriores, sendo este o primeiro modelo de murganho Knock-in para SCA2
(Damrath et al. 2012). Para tal, o gene normal da Ataxina-2 do murganho foi substituido
por um gene mutado, com uma expansdo de 42 CAG (Q42), através de recombinacdo
homologa nas células estaminais embrionarias. O gene mutante estava sob o controlo do
préprio promotor enddgeno do gene da Ataxina-2 do animal. A sua expressdo estava

presente no cerebelo e no cortex.

Logo na primeira semana de idade, foi visivel uma reducéo significativa do peso
corporal dos modelos Knock-in em relagdo aos animais controlo, que permaneceu ao
longo da vida destes animais. Os modelos SCA2 também demonstraram um fendtipo
ataxico bastante ligeiro. No entanto, aos 18 meses, 0s animais homozig6ticos
apresentaram diferencas significativas no rotarod acelerado, ao contrario dos animais
heterozig6ticos que ndo demonstraram diferencas em relacdo aos animais normais
(Damrath et al. 2012).

Os aspetos neuropatoldgicos apenas revelaram, as 24 semanas de idade, agregados
citoplasmaticos de Ataxina-2 nas células de Purkinje dos murganhos Knock-in. Nao
foram observados nestes animais agregados nucleares, perda neuronal, nem

neurodegeneracdo (Damrath et al. 2012).

1.7.4. Modelo Q127:
O seguinte modelo a ser desenvolvido era também ele transgénico, com uma

expansdo de 127 CAG (Q127). O gene estava sob a regulagéo do promotor Pcp2, de modo
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a direcionar a degeneracdo nas celulas de Purkinje e, consequentemente, obter um

fendtipo atéxico (Hansen et al. 2013).

O fendtipo comecgou a manifestar-se as 8 semanas de idade nos murganhos
transgénicos, caracterizado por disfungdo motora durante a realizagdo do teste rotarod
acelerado. Este comportamento agravou-se de forma progressiva com 0 aumento da
idade.

Quanto a neuropatologia, os murganhos Q127 apresentavam as 4 semanas de
idade, agregados perinucleares de Ataxina-2 nas células de Purkinje. Com o
envelhecimento, aumentaram, tanto 0 nimero e tamanho de agregados, como 0 ndmero
de células de Purkinje, com agregados. As 6 semanas de idade, os animais transgénicos
apresentavam um perfil eletrofisioldgico das células de Purkinje alterado, com uma baixa
frequéncia de disparos progressiva. As 12 semanas de idade, era visivel nestes animais, a
diminuicdo progressiva da espessura da camada molecular e da expressdo de genes
especificos das células de Purkinje. As 40 semanas, observou-se a perda neuronal e uma

reducdo do nimero de células de Purkinje (Hansen et al. 2013).

1.7.5. Modelo BAC-Q72:

Foi desenvolvido um modelo de murganho transgénico através do Bacterial
Arificial Crhomosomes (BAC), com uma expansao de 72 CAG (BAC-Q72) (Dansithong
etal. 2015). O BAC consiste na construcdo de DNA, baseando-se no plasmideo funcional
de fertilidade ou F-plasmideo, que permite inserir a sequéncia completa do gene com as
regides ndo codificantes (Dansithong et al. 2015; Alves-Cruzeiro et al. 2016). Foi também
desenvolvido um grupo controlo, que expressava o gene completo da ATAXINA-2
humana com 22 glutaminas (BAC-Q22) (Dansithong et al. 2015). Tanto no grupo
modelo, como no controlo, o transgene estava sob a regulacdo do promotor humano
enddgeno, o0 que permitiu que a sua expressao fosse ubiqua ao longo do corpo dos
animais. O mRNA era detetavel no SNC, no figado e no coracdo, enquanto a proteina era

expressa no cerebelo.

As 8 semanas, 0s animais transgénicos do grupo modelo e controlo apresentavam
uma reducéo de peso relativamente aos animais normais. Os modelos animais BAC-Q72
comecaram a manifestar deficiéncias na coordenagcdo motora as 16 semanas de idade,

com uma visivel diminuicao do periodo de laténcia para cair durante a realizagdo do teste
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rotarod acelerado, que se agravou de forma progressiva até as 36 semanas de idade
(Dansithong et al. 2015).

Relativamente a neuropatologia, os murganhos modelo com 72 repeticdes
apresentavam, as 24 semanas, uma diminuicdo da expressdo das proteinas Calbindina e
Pcp2 no cerebelo e o encolhimento da arborizagdo dendritica das células de Purkinje
(Dansithong et al. 2015).

1.7.6. Modelo Q100-KI:

O dltimo modelo de murganho descrito para SCA2 consiste num modelo Knock-
in com 100 repeticbes (Sen, Canet-Pons, et al. 2019). O vetor composto por 100
repeticdes CAG e as respetivas sequéncias vizinhas foi inserido no exdo 1 da Atxn2 do
animal, através de recombinacdo homdloga nas células estaminais embrionérias. O gene
estava sobre o controlo do promotor endégeno da Atxn2 do animal. Tanto o promotor
como a estrutura exao-intrdo foram mantidas intactas para preservar a regulacdo nativa
da expressdo do gene. Ao longo de sucessivas geracdes de murganhos, observou-se a
expansdo do numero de repeti¢cbes e moisaicismo somatico. Os autores, apesar de se
referirem ao modelo como Atxn2-CAG100-KIN, os animais utilizados apresentavam
variaces no comprimento das repeticGes. A proteina mutante estava presente nos
neuronios do hipocampo, do cdrtex cerebral, do cerebelo, dos nucleos do tronco cerebral
e nas areas do prosencéfalo ventral (Sen, Canet-Pons, et al. 2019).

Todos os animais mutantes manifestaram uma perda progressiva de peso em
relagdo ao animais normais. No entanto, entre as 5 e as 20 semanas de idade, as fémeas
mutantes homozigo6ticas tiveram um aumento excessivo de peso. Com a progressao da
doenca, estas fémeas perderam drasticamente peso, chegando a atingir um estado atrofico.
Por outro lado, as fémeas heterozigéticas e os machos homozigéticos e heterozigéticos

ndo apresentaram este aumento de peso inicial.

Aos 12 meses, 0s animais modelo demonstraram passadas irregulares e
movimentos descoordenados. A partir dos 3 meses, 0s animais mutantes demonstraram
uma diminuicdo progressiva do esforco maximo feito pelos membros anteriores. Entre as
20 semanas e 0s 12 meses, 0s animais Q100, manifestaram deficiéncias motoras no
rotarod acelerado, que progrediu rapidamente aos 14 meses. No entanto, 0s animais

mutantes heterozigoticos ndo demonstraram problemas durante a realizagdo deste teste.
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Os animais demonstraram ainda desequilibrio durante o open field e deficiéncias motoras
progressivas tais como ataxia, reducdo da forca e aperto nos membros posteriores. Aos
14 meses, os murganhos homozigédticos sofriam de deficiéncias motoras severas e

encontravam-se numa fase terminal da doenca.

A neuropatologia dos animais modelo caracterizou-se pela reducdo de peso e
atrofia cerebral, sendo mais evidente nos murganhos homozigoticos, do que nos
murganhos heterozigoticos. Estavam presentes agregados citosélicos da proteina mutada
nas células de Purkinje do cerebelo, nos neurdnios do cortex cerebral, do hipocampo, dos
ndcleos da ponte e olivar inferior e nos neurénios motores da medula espinhal. A partir
dos 3 meses, ainda antes da manifestacdo de quaisquer sintomas, ja eram visiveis
pequenos agregados nas células de Purkinje do cerebelo nos animais mutantes. Com o
envelhecimento dos animais, ocorreu 0 aumento progressivo do tamanho dos agregados
e da insolubilidade da proteina mutante. A partir dos 6 meses de idade, era visivel a
localizacdo simultanea dos agregados com a PABP, com sinais de p62 (marcador da
autofagia) e com a ubiquitina (marcador de UPS) no cerebelo, tronco cerebral e medula
espinhal. Os niveis totais de um metabolito essencial para 0 armazenamento de energia e
para as reacOes de acetilagdo no sistema nervoso, o N-acetilaspartato (NAA), utilizado
como biomarcador de disfuncdo ou morte neuronal, diminuiram. Esta reducdo dos niveis
de NAA é também observado noutras doengas neurodegenerativas (Sen, Canet-Pons, et
al. 2019). O modelo Q100-KI demonstrou alteracfes da expressdo de genes essenciais
para reacdes enzimaticas do metabolismo ceramida-esfingomielina, que se traduzem no
comprometimento da mielinizacdo (Sen, Arsovic, et al. 2019). Este modelo demonstra
um padrdo neuropatoldgico semelhante aos doentes de SCA2 (Sen, Canet-Pons, et al.
2019).
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2. Objetivo

Este trabalho tem como principal objetivo avaliar a neurodegeneracdo induzida pela
ATAXINA-2 no estriado de murganhos C57BL/6 jovens (3 meses) e envelhecidos (18

meses), comparando eventuais diferencas a nivel histoquimico e molecular entre as

regides com a forma normal e a forma mutada da ATAXINA-2.

Deste objetivo geral, diversos objetivos foram definidos, tais como:

a)

b)

c)
d)

e)
f)

9)

h)

quantificacdo do numero de agregados de ATAXINA-2 mutante presentes no
estriado dos animais injetados com 3 e 18 meses;

avaliacdo quantitativa da perda de marcacao neuronal,

avaliacdo qualitativa da presenca de inflamacao;

detecdo de morte neuronal;

andlise dos niveis de expressdo de elementos que interagem com a ATAXINA-2;
andlise dos niveis de expressdo de componentes envolvidos nos processos de
autofagia e na regulacdo do sensor de nutrientes;

analise dos niveis de expressdo de marcadores neuronais, da mitocondria, da
inflamacdo e da comunicacdo sinaptica;

analise da expressdo proteica de fatores associados ao envelhecimento.
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3. Materiais e Métodos:

3.1. Animais:

Para este estudo foram utilizados murganhos C57BL/6, machos e fémeas com 3 meses
(n = 6) e 18 meses (n = 6) de idade (Biotério, CBMR/UAIg, Portugal). Estes foram
mantidos em ciclos de luz-escuro de 12 horas, num ambiente com temperatura e
humidade controlada e com livre acesso a agua e comida. Os animais foram colocados
nas gaiolas em grupos inferiores a 3 animais por gaiola. Todos os cuidados e
procedimentos foram realizados de acordo com a Diretiva da Unido Europeia
86/609/EEC para a utilizacdo de animais no laboratério. Os investigadores receberam
um certificado da Federation of Laboratory Animal Science Association (FELASA) e
todos os procedimentos tiveram aprovagao prévia das autoridades portuguesas (Direcao-
Geral de Alimentacdo e Veterindria — DGAV). Todos os procedimentos experimentais
efetuados estdo devidamente aprovados pela DGAV (Projeto Neuropath, referéncia
421/2019).

Para desenvolver os modelos de murganho para a SCA2, foram injetados vetores
lentivirais com ATAXINA-2 humana com 23 repeticdes CAG (normal) no estriado
esquerdo e vetores lentivirais com ATAXINA-2 humana com 82 repeticbes CAG
(mutante) no estriado direito. Como grupo controlo, foram utilizados murganhos

C57BL/6 ndo injetados (n = 2) com idade correspondente aos animais modelo.

3.2.Producdo dos vetores virais:

O cDNA codificante para a ATXN2 humana com 23 repeticdes CAG e para a ATXN2
humana com 82 repeticdes CAG, foram clonados num vetor lentiviral inativado e
produzidos de acordo com o método descrito anteriormente pela Vira Vector (Coimbra,
Portugal) (de Almeida et al. 2002).

3.3.Inje¢des esterotaxicas dos vetores lentivirais:

Para as injecOes esterotaxicas dos vetores lentivirais, 0s animais foram primeiramente
anestesiados através de injecdo peritoneal de Nimatek (100 mg/mL) e Domitor (1
mg/mL). As injecOes foram efetuadas bilateralmente no estriado esquerdo (AP: 0,6 mm;
ML: 1,8 mm; DV: -3,3 mm) e no estriado direito (AP: 0,6 mm; ML: -1,8 mm; DV: -3,3
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mm) (Fig. 6). Todos os animais receberam uma Unica injecdo de lentivirus com ATXN2
mutante no estriado direito e uma tnica injecdo com o vetor lentiviral com ATXN2 normal
no estriado esquerdo (Fig. 3.1.). Os animais receberam cerca de 2 mL de vetores virais
numa concentragdo total de 800 ng/ul, a uma taxa de injecdo de 0,25 pL/min através de
um injetor automatico (Stoelting Co.,Wood Dale, IL, USA) com uma agulha de calibre
34 associada a uma seringa Hamilton de 10 pL (Hamilton® TLC syringe model 1701
RN, REF: HAM7653-01). Ap6s o final da injecdo, a agulha foi mantida durante 5 minutos
antes de ser retirada do cérebro do animal de forma a permitir a difusdo dos vetores
lentivirais e minimizar o seu refluxo. Apos as injecOes esterotaxicas, 0s animais foram

reanimados através da injecdo do reversor da anestesia.

0; O,

(«'Q QO Andlise
ATXN2 ATXN2 Imunohistoquimica
Normal Mutada
)4 3
o o e /
B h, Y N
12 semanas
Hemisfério Hemisfério
Esquerdo Direito Analise
Molecular

Figura 3.1. - Desenho experimental. Através de injecdes esterotaxicas, 0os animais de 3 e
18 meses receberam uma injecéo unica de vetores lentivirais com ATAXINA-2 mutada
no estriado direito e com ATAXINA-2 normal no estriado esquerdo. Apos o sacrificio
destes mesmos animais, os cérebros foram recolhidos e selecionados aleatoriamente
para analise histologica (animais injetados com 3 meses, n=6; animais injetados com 18
meses, n=3; animais com 18 meses ndo injetados, n=3) e molecular (animais injetados
com 3 meses, n=6; animais injetados com 18 meses, n=3; animais com 18 meses nao
injetados, n=4).
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3.4.Recolha de tecidos:

Doze semanas ap0s as injecbes com vetores lentivirais, os animais foram
aleatoriamente selecionados para a recolha do cérebro na sua totalidade, para posterior
andlise imunohistoquimica, ou para a recolha do tecido estriatal, para extracdo de RNA e
proteina (Fig. 6). Os animais foram anestesiados com Nimatek (100 mg/mL) e Domitor
(1 mg/mL).

Os animais para analise imunohistoquimica foram sacrificados através da perfusdo
cardiaca com PFA (4% de Paraformaldeido em 0,1M de PBS (Phosfate buffer solution
ou solucdo tampao de fosfato)). Apos a recolha dos cerebros, estes foram mantidos em
solucdo de PFA a 4°C durante 24h. Apds este periodo, foram incubados na solucdo 20%
de sacarose em PBS 0,1M, durante 48h a 4°C. Depois, retirou-se a solu¢gdo com sacarose,
e os cérebros foram congelados a -80°C. Os cérebros foram depois processados em
seccGes numa orientacdo coronal e com uma espessura de 20 um, utilizando um criostato
(LEICA CM3050 S). As secces cerebrais recolhidas, foram colocadas em placas de 48
pogos, com solucdo 0,05M azida em PBS 0,1M. As placas foram armazenadas a 4°C até

a realizacdo da imunohistoquimica.

Os animais utilizados para analise molecular foram sacrificados através de
deslocamento cervical. Do cérebro dos animais, recolheu-se um o tecido estriatal
esquerdo e direito, utilizando uma caneta Harris Uni-Core com 2,0mm de didametro (Ted
Pella Inc., Redding, California, USA). Estes tecidos foram congelados de imediato a -
80°C.

3.5. Imunohistoquimica com revelagao DAB:

As seccOes cerebrais selecionadas foram retiradas da solugdo 1% azida em PBS, para
a solucdo de PBS 0,1M, para remover o0s residuos de azida nos tecidos. De seguida, estas
mesmas seccOes foram transferidas para solu¢do de hidrocloreto de fenilhidrazina (50
mg/mL, Sigma-Aldrich, REF: 114715-5G), com uma dilui¢cdo de 1:1000 em PBS 0,1M,
onde foram incubadas a 37°C, durante 30 minutos. Apos este periodo, as sec¢des foram
lavadas trés vezes em PBS 0,1M, a temperatura ambiente, sob agitacdo moderada, sendo
que, a primeira lavagem durou 5 minutos, e as duas restantes 10 minutos. Seguidamente,
as sec¢des foram colocadas em solugédo de bloqueio (10% de soro normal de cabra; NGS,
Gibco, 0,1% de Triton X-100 em PBS 0,1M), durante 1h a temperatura ambiente, com
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agitacdo moderada. Ao fim deste tempo, as sec¢Ges foram incubadas no anticorpo
primario, para a Ataxina-2 (1:1000; BD Biosciences, CAT:611378) ou DARPP-32
(1:1000; Millipore Corp., 290 Concord RD, Billerica MA, USA, CAT: AB10518), em
solucdo de bloqueio, durante a noite a 4°C sob agitacdo moderada. No dia seguinte, as
secgOes foram lavadas trés vezes em PBS 0,1M, com uma primeira lavagem de 5 minutos
e as restantes de 10 minutos. De seguida, aplicou-se o anticorpo secundério biotinilado
contra a espécie respetiva do anticorpo primario (Goat anti-mouse IgG antibody (H+L)
biotililated: 1:200, Vector Laboratories Inc., CA, USA, CAT: BA-9200; Goat Anti-
Rabbit 1IgG Antibody (H+L), Biotinylated: 1:200, Vector Laboratories Inc., CA, USA,
CAT: BA-1000) em solucéo de bloqueio, no qual as sec¢des permaneceram incubadas
durante 2h a temperatura ambiente, sob agitacdo moderada. Seguiu-se novamente uma
lavagem em PBS 0,1M trés vezes, primeiramente, durante 5 minutos e as seguintes
durante 10 minutos. Depois, para amplificacdo do sinal, incubou-se as sec¢bes na solugéo
com o sistema de amplificagdo ABC (Vectastain ABC kit, Vector Laboratories, West
Grove, USA, REF: PK6100), entre 30 a 40 minutos a temperatura ambiente, com agitacédo
moderada. As sec¢des foram lavadas novamente trés vezes em PBS 0,1M, durante 5, 10
e 10 minutos, respetivamente. Posteriormente, as secgdes foram transferidas, uma de cada
vez, para a solucdo de 3,3’-diaminobenzidina tetrahidrocloreto (peroxidase substrate Kit,
DAB, Vector Laboratories, CA, USA, REF: SK-4100), até ser visivel a marcacao, e
retiradas de imediato para PBS 0,1M. Para retirar o excesso de DAB, procedeu-se
novamente a trés lavagens em PBS 0,1M, com uma primeira lavagem de 5 minutos e as
restantes de 10 minutos. Depois montaram-se as sec¢Oes nas laminas gelatinadas e
deixaram-se secar a temperatura ambiente. Seguiu-se o processo de desidratacdo, no qual
as seccOes foram emersas nas seguintes solugdes pela seguinte ordem: agua destilada (30
segundos), etanol a 70% (3 minutos), etanol a 96% (3 minutos), etanol a 100% (3
minutos), substituto do Xileno (3 minutos). Por fim, montou-se a lamela com solucéo de
Eukitt® (O. Kindler GmbH & CO, Freiburg, Germany, Lote: BCBT5431).

3.6. Imunohistoquimica com anticorpo secundario fluorescente:

As seccOes cerebrais selecionadas foram retiradas da solugéo 1% azida em PBS, para
a solucdo de PBS 0,1M, para remover a azida dos tecidos. De seguida, as sec¢cdes foram
lavadas trés vezes em PBS 0,1M, a temperatura ambiente, sob agitacdo moderada, sendo

que, a primeira lavagem teve uma duracgdo de 5 minutos, e as duas restantes de 10 minutos.
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Seguidamente, as seccOes foram colocadas em solugéo de bloqueio (10% de soro normal
de cabra; NGS, Gibco, 0,1% de Triton X-100 em PBS 0,1M), durante 1h a temperatura
ambiente, sobre agitacdo moderada. Ao fim deste tempo, as secc¢des foram incubadas no
anticorpo primario, GFAP (1:1000, Biolegend, CAT: 644702) e IBA1 (1:1000, Millipore
Corp., 290 Concord RD, Billerica MA, USA, CAT: MABN92), com dilui¢gdo 1:1000 em
solucéo de bloqueio, durante a noite a 4°C, sob agitacdo moderada. No dia seguinte, as
seccOes foram lavadas trés vezes em PBS 0,1M, com uma primeira lavagem de 5 minutos
e as restantes de 10 minutos. De seguida, aplicou-se o anticorpo secundario fluorescente
Goat anti-Mouse 1gG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 488
(1:200, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, REF: A11001) ou Goat anti-Mouse 19G
(H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 594 (1:200, Invitrogen by
Thermo Fisher Scientific, REF: A11005), em solucdo de bloqueio. As seccBes foram
incubadas no anticorpo secundario durante 2h a temperatura ambiente, com agitacédo
moderada e protegidas da luz. Seguiu-se novamente a lavagem das seccoes trés vezes em
PBS 0,1M, a primeira durante 5 minutos e as duas restantes com 10 minutos, protegidos
da luz. Depois, montaram-se as sec¢des nas laminas gelatinadas e deixaram-se secar a
temperatura ambiente, num ambiente escuro. Por fim, foi adicionada a lamela com
solugdo Floromount ™ com DAPI (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, REF: 00-
4959-52).

3.7.Coloragao das seccdes cerebrais com violeta de cresilo:

As seccOes cerebrais foram colocadas em PBS 0,1M, para retirar a azida dos tecidos.
De seguida, montou-se as sec¢Oes nas laminas gelatinadas e deixou-se secar.
Posteriormente, as laminas com as sec¢des foram emergidas em diversas solucdes pela
seguinte ordem: agua destilada (30 segundos), Etanol 96% (3 minutos), Etanol 100% (3
minutos), substituto do Xileno (3 minutos), Etanol 70% (3 minutos), &gua destilada (30
segundos), solucéo de violeta de cresilo (5 minutos), &gua destilada (30 segundos), Etanol
70% (1 minuto), Etanol 96% (3 minutos), Etanol 100% (3 minutos), substituto do Xileno
(3 minutos). Por fim, montou-se a lamela com solucéo de Eukitt® (O. Kindler GmbH &

CO, Freiburg, Germany).
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3.8. Microscopia:
As imagens das sec¢fes com marcacdo da Ataxina-2 foram obtidas através do
microscopio Zeiss Axio Scan.Z1, com uma camara Hitachi HV-F203SCL acoplada,

numa objetiva de 20x.

Para obter as imagens das seccGes com marcacdo DARPP-32 e de violeta de cresilo,
foi utilizada uma ampliacdo de 5x e 20x, respetivamente, num microscépio Zeiss Axio

Imager.Z2, com a camara AxioCamICc3 acoplada, associado ao software AxioVision.

A captura de imagens das seccdes com marcacdo GFAP e IBAL, foi feita numa
objetiva de 5x, através do microscopio Zeiss Axio Imager.Z2, com a camara
AxioCamHR3 acoplada, associado ao software AxioVision. Para visualizagdo das
marcagOes DAPI, GFAP e IBA1, utilizou-se os canais de emissdo DAPI, Alexa 488 e

Alexa 594, respetivamente.

3.9. Extracdo e quantificacdo do RNA total:

O RNA total extraido do estriado esquerdo e direito foi realizado com o Nucleospin
RNA Kit — NZYtech, seguindo as instrucdes do fabricante. Brevemente, adicionou-se
1100 pL de QlAzol as amostras e, com a ajuda de uma seringa e agulha, homogeneizou-
se as mesmas. De seguida, agitou-se vigorosamente por 30 segundos e deixou-se assentar
durante 5 minutos. Ao fim deste tempo, foi adicionado 200 pL de d-cloroférmio as
amostras e agitou-se novamente vigorosamente por 15 segundos, deixando as amostras
assentar entre 2 a 3 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente, a fase aquosa
(~500 pL) foi transferida para um tubo de 1,5 mL livre de RNAse. A este tubo foi também
adicionado aproximadamente o mesmo volume de etanol a 70% (~500 pL) e
posteriormente misturado, utilizando o vortex. Transferiu-se até 700 L das amostras para
uma coluna com uma argola azul colocada sobre um tubo de recolha de 2 mL.
Posteriormente, centrifugou-se durante 30 segundos a 11000g. Descartou-se o fluido e
repetiu-se a adi¢do dos 700 puL com posterior centrifugacdo até terminar a solucdo da
mistura de amostra com etanol a 70%. A coluna de argola azul foi colocada num novo
tubo de recolha com 2 mL. Seguidamente, adicionou-se o buffer NI a coluna de argola
azul, centrifugou-se durante 30 segundos a 11000g, e no final, a solucéo resultante foi
descartada. Aplicou-se 95 pL da mistura de reacdo de DNAse (10 puL de DNAsel
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reconstituida para 90 pL de buffer de Digestdo, por amostra) diretamente no centro da
membrana de silica da coluna e incubou-se a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Ao fim deste periodo, adicionou-se 200 pL de buffer NWR1 a coluna de argola azul,
centrifugou-se durante 1 minuto a 11000g e, no final, descartou-se o tubo de recolha,
transferindo a coluna para um novo tubo. Adicionou-se 600 pL de buffer NWR2 & coluna
de argola azul e centrifugou-se durante 1 minuto a 11000g. A solucdo obtida foi
descartada e a coluna foi colocada novamente no mesmo tubo de recolha. Adicionou-se
250 pL de buffer NWR2 para a coluna de argola azul seguido da centrifugacdo a 11000g
durante 2 minutos. A solucdo e o tubo de recolha foram descartados e a coluna de argola
azul foi transferida para um tubo de 1,5 mL livre de RNAse. Adicionou-se 30 pL de H20
livre de RNAse (do Kit) no centro da membrana de silica da coluna. Centrifugou-se
durante 1 minuto a 11000 g e, de seguida, o0 RNA foi colocado no gelo. Por fim, a
concentracdo de RNA foi determinada usando o espectrofotometro NanoDrop™
2000/2000c (Thermo Scientific). O RNA foi armazenado a -80°C até a sua utilizacdo.

3.10. Extracdao e quantificacao de proteina:

Adicionou-se 1100 pL de QIlAzol as amostras e, com a ajuda de uma seringa e agulha,
homogeneizou-se as mesmas. De seguida, agitou-se vigorosamente por 30 segundos e
deixou-se assentar durante 5 minutos. Ao fim deste tempo, foi adicionado 200 pL de d-
cloroférmio as amostras e agitou-se novamente vigorosamente por 15 segundos, deixando
as amostras assentar entre 2 a 3 minutos, a temperatura ambiente. De seguida, as amostras
foram centrifugadas a 12.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi recolhida
para a extracdo de RNA e adicionou-se 300 pL de etanol a 100% a interfase e fase
fenolica. Cuidadosamente, misturou-se as amostras por inversdo, que posteriormente
foram incubadas a temperatura ambiente, entre 2 a 3 minutos. De seguida, centrifugou-se
as amostras a 2000g durante 2 minutos a 4°C, para sedimentar o DNA. O sobrenadante
fenol/etanol com a fracdo de proteina foi transferido para um tubo de 15 mL, seguindo-
se a adicdo de 1,5 mL de Isopropanol, para precipitar a proteina. De seguida, misturou-se
por inversdo durante 15 segundos. O volume foi separado em dois tubos de 1,5 mL e
incubou-se as amostras a temperatura ambiente durante 10 minutos. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas a 12 000g, durante 10 minutos a 4°C e removeu-se 0
sobrenadante. Adicionou-se 1 mL da solugéo de Guanidinina-etanol (0.3 M hidrocloreto

de guanidina em etanol a 95%), a cada tubo com o pellet de proteina e misturou-se no
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vortex. Incubou-se a temperatura ambiente durante 20 minutos. De seguida, centrifugou-
se as amostras a 7500g durante 5 minutos, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
removido. Repetiu-se 0 processo a partir da adicao da solucdo de guanidinina-etanol mais
duas vezes. Seguidamente, adicionou-se 1 mL de etanol a 100% a cada pellet que continha
proteina e misturou-se no vortex. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente
durante 20 minutos. Seguiu-se a centrifugacdo a 7500g durante 5 minutos, & temperatura
ambiente, removeu-se 0 sobrenadante e o pellet foi deixado a secar ao ar pelo menos
durante 10 minutos. Adicionou-se 40 L de solucéo de Ureia/DDT (10 M ureia, 50 mM
DTT em agua e inibidor de protéase) e quebrou-se o pellet através de moagem até
homogeneizar a solucdo. De seguida, incubou-se a temperatura ambiente durante 1 hora.
Ao fim deste tempo, as amostras foram incubadas a 95°C durante 3 minutos e colocadas
de imediato em gelo. Por fim, sonicou-se as amostras e quantificou-se a proteina através
do método de Bradford.

3.11. Quantificacdo dos agregados de ATXN2:
Para cada seccdo, o numero de agregados de ATXN2 foram contabilizados

manualmente nos estriados esquerdo e direito, através do software de analise de imagem
(ZEN 3.1 lite, Zeiss).

3.12. Quantificacdo do volume de marcador DARPP-32:

Utilizando o programa Zen 3.1, a area depleta de marcador DARP-31 foi delineado e
a sua area foi calculada para cada uma das seccdes coronais de cérebro de murganho.
Somou-se a area total de todas as seccGes e multiplicou-se pelo valor da espessura de

corte das seccdes (200 um). Por fim, converteu-se o valor em pm3 para mm3.

3.13. PCR guantitativo

O cDNA foi sintetizado a partir de 1 pg RNA total extraido do estriado, utilizando o
kit iScriptTM cDNA Synthesis (Bio-Rad), seguindo as instrucdes do fabricante. O cDNA
obtido foi diluido em &gua desionizada sem DNase. O PCR em tempo real quantitativo
foi realizado utilizando o kit SsoAdvancedTM SYBR® Green Supermix (Bio-Rad). Os

primers utilizados foram pré-desenhados pela Invitrogen (ThermoFisher Scientific) e
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estéo descritos na tabela 3.1. com as respetivas dilui¢Oes ideais para o tecido a analisar.

O protocolo do PCR quantitativo consistiu num ciclo a 95° C durante 30s, seguido de 45

ciclos de dois passos: o primeiro a 95° C por 5s e 0 segundo a 55° C por 15s. O protocolo

da curva de desnaturacdo comecou imediatamente ap6s o PCR quantitativo e consistiu

em 5s a 65° C, com aumentos de 0,5° C em cada passo, até atingir os 95° C. Para cada

gene, os valores de limite minimo de ciclos, as curvas padrdo e a eficiéncia do PCR e dos

primers foram determinadas automaticamente pelo software BioRadCFX (Bio-Rad).

Tabela 3.1. - Primers e respetiva diluicdo utilizados no PCR quantitativo. Os primers
utilizados foram utilizados com o objetivo de avaliar diferencas da expressdo génica nas
diferentes condi¢cOes experimentais, a excecdo do HPRT, que serviu como gene controlo.
A diluicao de cada um dos primers era a mais adequada para o tipo de tecido a analisar

e foi feito em agua desionizada sem DNase.

3.14.

Primer Diluicao
HPRT 1:10/1:20
ATXN2 1:10
PABPC1 1:10
DARPP-32 1:100
GFAP 1:10
LC-3b 1:20
Beclina 1:20
p62 1:20
PGC-1la 1:10
TFAM 1:10
VGLUT 1:10
PSD95 1:10
mTOR 1:10

SDS-PAGE e Western-Blot

Foram carregadas a mesma quantidade de proteina (60 mg) para cada condicéo

experimental nos géis SDS-PAGE (7,5% e 12% para 0 Running e 4% para o Stacking).

As amostras de estriado direito dos animais com 18 meses injetados com ATAXINA-2

44



mutante, de estriado esquerdo dos animais com 18 meses injetados com ATAXINA-2
normal, e os estriados esquerdo e direito dos animais com 18 meses nao injetados, foram
carregados nos geis. Apos a transferéncia das proteinas para as membranas PVDF (GE
Healthcare), estas foram incubadas em solucdo de bloqueio (BSA 3%/TBS-Tween 20
(TBS-T)) durante 1h a temperatura ambiente, sob agitacdo moderada. Depois, as
membranas foram incubadas no anticorpo primario diluido 1:1000 em BSA 3%/TBS-T a
4° C durante a noite, sob agitacdo moderada. Os anticorpos primarios utilizados foram:
anticorpo monoclonal anti--actina de murganho (Lot: 048M4843, Sigma); anticorpo
policlonal anti-DARPP-32 de murganho (Lot:28285, BD Biosciences); anticorpo
monoclonal anti-Ataxina-2 de murganho (Lot:7257617, BD Bioscience); anticorpo de
coelho anti-caspase-3 clivada (Aspl75) (Lot: 9661, Cell Signaling); anticorpo
monoclonal anti-fosfo-histona H2A.X (Serl39), clone JBW301 (Lot: 3179928,
Millipore). No dia seguinte, apds 3 lavagens de 10 min. em TBS-T, as membranas foram
incubadas no anticorpo secundario conjugado a fosfatase alcalina apropriado (Goat 1gG
anti-mouse (NA931, GE Healthcare) e Goat IgG anti-rabbit (NA934, GE Healthcare))
diluido 1:10000 em BSA 3%/TBS-T durante 2h a temperatura ambiente, sob agitacdo
moderada. Seguiu-se 3 lavagens de 10 min. em TBS-T, e posterior revelagdo com o
reagente quemiluminescente ECL (ECL Prime Western Blotting Detection Reagent; GE
Healthcare, Little Chalfont, UK). As imagens da marcacao foram obtidas no ChemiDoc
XRS+ System (Bio-Rad). A guantificacdo foi feita pela analise densitométrica através do
software Image J. A densidade 6tica foi normalizada com respeito a proteina padrao (p-
actina).

3.15. Analise Estatistica

A analise estatistica foi feita através do software GraphPad Prism (GraphPad
Software, La Jolla, USA). Para a comparacdo entre duas condic¢des utilizou-se o paired t-
test na quantificacdo do volume de perda de DARPP-32 entre 0s animais jovens e idosos
e 0 unpaired t test (two-tailed), para as restantes analises. Os resultados sdo expressos

pela média £ EPM.
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4. Resultados:

Durante o processo de envelhecimento, diversos mecanismos celulares, como por
exemplo, mecanismos de remocdo de proteinas, de reparacdo de danos celulares, entre
outros, ficam comprometidos e a sua eficiéncia diminui (Lopez-Otin et al. 2013; Kubben
and Misteli 2017), promovendo a acumulagdo de danos nas células. Por outro lado, sabe-
se que ATAXINA-2 mutante tende a formar agregados proteicos (Koyano et al. 2014;
Hung et al. 2010) e a sequestrar outras proteinas para estas estruturas (Halbach et al.
2015). Estes agregados podem tornar-se toxicos para as células neuronais (Alves-
Cruzeiro et al. 2016), uma vez que afetam os mesmos mecanismos celulares influenciados

pelo envelhecimento.

Deste modo, com este projeto pretende-se avaliar as diferencas provocadas pela forma
mutada da ATAXINA-2 com 82 repeti¢cdes de glutaminas, tanto a nivel histologico, como
a nivel molecular, em murganhos jovens (com 3 meses) e em murganhos idosos (18
meses). Os murganhos C57BL/6 com 3 e 18 meses receberam no estriado direito uma
injecédo de vetores lentivirais que expressavam a forma mutada da ATXN2 humana e no
estriado esquerdo uma injecdo de vetores lentivirais que expressavam a forma normal da
ATXN2 humana. Ap6s 12 semanas da injecdo, estes animais foram sacrificados, e
recolheu-se o cérebro inteiro e amostras de ambos os lados do estriado para posterior

analise imunohistoquimica e molecular, respetivamente.

4.1. O envelhecimento e a ATXN2 mutada contribuem para a formacao de agregados

proteicos e para a perda de marcagdo neuronal

Sabe-se, atualmente, que a ATAXINA-2 na sua forma mutada tende a formar
agregados proteicos (Koyano et al. 2014; Huynh et al. 2000). Com o fim de analisar o
efeito da idade na formacdo de agregados de ATXN2 mutada, procedeu-se a andlise
imunohistoquimica com um anticorpo monoclonal paraa ATXNZ2, que marca a presenca
desta proteina em seccGes coronais do cérebro dos animais injetados. A
imunohistoquimica no cérebro dos murganhos revelou a presenca de ATAXINA-2 no
estriado injetado com ATXN2 mutada (Fig. 4.1. B, C). A transducdo do estriado dos
murganhos com ATAXINA-2 mutada conduziu a formacéo de agregados (fig. 4.1. B, C)
que foram posteriormente quantificados (Fig. 4.1. D). A quantificagdo dos agregados

proteicos de ATXNZ2 demonstrou uma diferenga significativa (p= 0,0132) entre 0s

46



animais jovens e idosos injetados, sendo que 0s animais jovens apresentam um ndmero
de agregados de ATXN2 mutada (7808 + 1094, n=5), significativamente inferior aos
animais idosos (15685 + 2378, n=3) (Fig. 4.1. D).
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Figura 4.1. - O envelhecimento contribui para a formacéo de agregados de ATXN2. A)
Através de injecao esterotaxica, os vetores lentivirais a expressar a ATXN2 com 23 e 82
repeticdes de glutaminas foram injetados no estriado esquerdo e direito, respetivamente.
B) Imagem representativa de microscopia de marcacdo ATXN2 no estriado esquerdo as
12 semanas apds a injecdo, onde estdo presentes células com ATAXINA-2 (a castanho).
C) Imagem representativa de microscopia de marcacdo ATXN2 no estriado direito as 12
semanas apods a injecao, onde sdo visiveis os agregados proteicos de ATXN2 mutada (seta).
D) Analise quantitativa dos agregados de ATXN2 dos animais jovens (n=6) e idosos (n=3)
apds as 12 semanas de injecdo. Os murganhos idosos apresentavam um numero de
agregados de ATXN2 mutante superior aos murganhos jovens. Os valores do grafico estdo
expressos pela média = EPM (erro padrdo da média) (Unpaired t test two-tailed, *: p<
0.05).

A ATAXINA-2 mutante pode tornar-se tdxica para as células neuronais e conduzir a
neurodegeneracdo (Alves-Cruzeiro et al. 2016). Para investigar se a integridade e funcao
neuronal eram afetadas de forma mais acentuada devido & ATXN2 mutante, durante o
envelhecimento realizou-se a anélise imunohistoquimica para a Dopamine- and cyclic
AMP - regulated phosphoprotein of 32 kD (DARPP-32) (Fig.4.2.) e de coloracdo violeta
de cresilo (Fig. 9), ambos marcadores neuronais. Também foram analisados os niveis de
expressdao de mMRNA de DARPP-32 atraves de PCR quantitativo em tempo real (Fig. 4.2.

G) e dos niveis desta proteina através de Western Blot (Fig. 4.2. H, I).

Apds as 12 semanas de injecdo, a expressdo de ATXN2 mutante conduziu a perda
localizada da imunoreatividade do anticorpo anti-DARPP-32 nos animais injetados, tanto
nos jovens, como nos idosos (Fig. 4.2. A-D). A perda de marcagdo de DARPP-32 era
visivel na regido mais superior do estriado, onde decorreu a injecdo (Fig. 4.2. A-D). O
estriado injetado com ATXN2 mutada dos animais jovens e idosos apresentou uma maior
area sem marcacdo de DARPP-32 em relacdo ao estriado destes mesmos animais
injetados com ATXN2 normal (Fig 4.2. E). Ao comparar apenas o estriado injetado com
ATXN2 mutada dos animais jovens e idosos, verificou-se que 0s animais idosos tinham
um volume de perda de DARPP-32 tendencialmente superior (0,03209 £+ 0,004478; n=3),
aos animais jovens (0,02639 + 0,002199, n=5) (Fig. 4.2. F). Contudo, esta diferenca nédo
é estatisticamente significativa (p=0,2421) (Fig. 4.2. F). Os animais idosos néo injetados

ndo mostraram qualquer perda de marcacdo DARPP-32 (Anexos-Fig. 8.1.).

A analise dos niveis de mMRNA de DARPP-32 apés as 12 semanas de injecdo, através
de PCR quantitativo em tempo real, nos animais jovens, revelou niveis bastante

aproximados entre o estriado injetado com ATXN2 mutada (1,145 + 0,1003) e o estriado
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injetado com ATXN2 normal (1,037 £ 0,1159) (Fig. 4.2. G). Por outro lado, nos animais
idosos injetados, os niveis de expressdao de DARPP-32 eram tendencialmente mais
reduzidos no estriado com ATXN2 mutada (0,8567 £ 0,3047), relativamente ao estriado
com ATXN2 normal (1,067 £ 0,2628) (Fig. 4.2. G). Notou-se que o estriado injetado com
ATXN2 mutada dos animais idosos tém menor expressdo de DARPP-32 do que 0s
animais jovens (Fig. 4.2. G). O mesmo verificou-se ao comparar o estriado injetado com
a ATXN2 mutada dos animais idosos com o estriado dos animais idosos nédo injetados
(1,114 * 0,1337) (Fig. 4.2. G). Porém, nenhuma destas diferencas observadas é

estatisticamente significativa.

Consistentemente com a analise imunohistoquimica e de PCR quantitativo em tempo
real, a analise de Western Blot revelou que os niveis proteicos de DARPP-32 eram
tendencialmente inferiores no estriado dos animais idosos injetados com ATXN2 mutada
(0,6868 £ 0,1593), em relacéo ao estriado destes mesmos animais injetados com ATXN2
normal (0,7951 + 0,4453) (Fig. 4.2. H, 1), porém, ndo é uma diferenca significativa. Os
animais idosos ndo injetados apresentam maiores niveis de proteina DARPP-32 (1,15 +
0,04181), em relagdo a ambos os estriados dos animais idosos injetados (Fig. 8H, I). No
entanto, existe uma diferenca significativa (p= 0,0162) entre o estriado injetado com
ATXN2 mutada e o estriado ndo injetado, onde se observou uma clara reducao dos valores
de DARPP-32 nos animais injetados (Fig. 4.2. H, ).
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Figura 4.2. - A ATAXINA-2 mutante compromete a integridade neuronal. A-D) Imagens de
microscopia representativas de marcacdo DARPP-32 as 12 semanas apdés a injecao, usando
18 seccbes coronais de estriado por animal. E) Quantificacdo do volume com perda de
imunoreativadade do anticorpo anti-DARPP-32 no estriado esquerdo e direito dos animais
jovens e idosos injetados (n=6 animais jovens injetados com ATXN2 mutada no estriado
direito e ATXN2 normal no estriado esquerdo; n=3 animais idosos injetados com ATXN2
mutada no estriado direito e ATXN2 normal no estriado esquerdo; o gréafico de barras
representa a média + EPM de volume de perda de DARPP-32 (mm?). Paired t test: *, p <
0.05; **, p < 0.01). Nos animais jovens e idosos, o estriado injetado com ATXN2 mutada
revela um maior volume com perda de marcador DARPP-32, comparativamente ao estriado
injetado com ATXN2 normal. F) Quantificacdo do volume com perda de imunoreativadade
do anticorpo anti-DARPP-32 no estriado injetado com ATXN2 mutada dos animais jovens e
idosos (n=6 animais jovens injetados com ATXN2 mutada no estriado direito; n=3 animais
idosos injetados com ATXN2 mutada no estriado direito; o gréafico de barras representa a
média de volume + EPM de perda de DARPP-32 (mm3). Unpaired t-test: ns, ndo
significativo). Nos animais idosos, o estriado injetado com ATXN2 mutada revela um ligeiro
aumento de perda de marcador DARPP-32, relativamente aos animais jovens. G)
Quantificacao do niveis de mRNA de DARPP-32 as 12 semanas apdés a injecao do estriado
direito e esquerdo dos animais jovens e idosos e dos niveis de mRNA nos animais nao
injetados (n=6 animais jovens injetados com ATXN2 mutada no estriado direito e ATXN2
normal no estriado esquerdo; n=3 animais idosos injetados com ATXN2 mutada no estriado
direito e ATXN2 normal no estriado esquerdo; n=4 animais idosos nao injetados. O gréfico
de barras representa a média + EPM dos niveis de mRNA de DARPP-32 (u.a). Unpaired t
test. De um modo geral, os valores de DARPP-32 sdo bastante aproximados entre as
diferentes condicdes experimentais, a excec¢ao do estriado injetado com ATXN2 mutada nos
animais idosos, que apresentam uma reducdo em relagdo as restantes condicGes
experimentais. H, 1) Analise de Western Blot dos niveis de DARPP-32 as 12 semanas apoés a
injecdo nos estriados esquerdo e direito dos animais idosos e dos animais idosos nao
injetados. (n=2 animais idosos injetados com ATXN2 mutada no estriado direito e com
ATXN2 normal no estriado esquerdo; n=2 animais idosos ndo injetados. O grafico de barras
representa a média + EPM dos niveis de proteina de DARPP-32 (u.a). Unpaired t test: *, p<
0.05). Os niveis de proteina DARPP-32 sdo mais reduzidos no estriado injetado com ATXN2
mutada em relacéo ao estriado esquerdo injetado com ATXN2 normal e ao estriado dos
animais nao injetados.
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A coloracdo com violeta de cresilo demonstrou a presenca de nucleos picnoticos,
um indicador de morte celular por necrose ou apoptose, em ambos os estriados dos
murganhos jovens e idosos que foram injetados (Fig. 4.3.). Observaram-se nucleos
picndticos nos animais jovens, tanto na presenca de ATXN2 normal, como na presenca
de ATXN2 mutada (Fig. 4.3. A, B). Por outro lado, nos animais idosos, existiam mais
nucleos picnoéticos na presenca de ATXN2 mutada, do que na presenga de ATXN2 normal

(Fig. 4.3. C, D). Contudo, ndo existem diferencas visiveis na formacdo de nucleos

picndticos entre os animais jovens e idosos.
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Figura 4.3. - Evidéncias de morte neuronal nos animais jovens e idosos,

independentemente da presengca de ATXN2 mutada. A-D) Imagens representativas de
microscopia para a coloracgao violeta de cresilo as 12 semanas apés a injecdo usando 4
seccOes coronais do estriado por animal (n=6 murganhos jovens injetados com
ATAXINA-2 mutada no estriado direito e com ATAXINA-2 normal no estriado esquerdo,
n=3 murganhos idosos injetados ATAXINA-2 mutada no estriado direito e com
ATAXINA-2 normal no estriado esquerdo). Os estriados esquerdo e direito dos animais
com 3 e 18 meses apresentam nucleos picnéticos.
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4.2. A idade juntamente com a ATXN2 mutada estd associada ao aumento da

ativacdo da resposta inflamatdria

J& esté descrito que o envelhecimento nos mamiferos est4 correlacionado com o
processo pré-inflamatorio (Lopez-Otin et al. 2013). A fim de investigar se a ATAXINA-
2 mutada provocava alteragdes na resposta inflamatoria associada ao envelhecimento,
procedeu-se a analise imunohistoquimica do GFAP e do Ibal, marcadores de astrdcitos e
microglia, respetivamente, nas sec¢des coronais dos cérebros dos animais jovens e idosos
injetados e dos animais idosos ndo injetados. Para complementar, analisou-se também os

niveis de mMRNA do GFAP atraves de PCR quantitativo em tempo real.

Ap0s as 12 semanas de injecdo, foi possivel observar a marcacdo de GFAP e de
Ibal em ambos os hemisférios do cérebro dos animais injetados com 3 meses (jovens)
(Fig. 4.4. A, B; Fig. 4.5. 1A, B) e com 18 meses (idosos) (Fig. 4.4. C, D; Fig. 4.5. C, D).
Por outro lado, nos animais idosos ndo injetados ndo se observou uma marcacao evidente
de GFAP e de Ibal (Anexos - Fig. 8.2. € 8.3.).
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Figura 4.4. - A idade est4 associada ao aumento da ativagéo da resposta inflamatdria.
A-D) Imagens representativas de microscopia para a marcacao imunohistoquimica do
GFAP as 12 semanas ap0s a inje¢do, utilizando 6 sec¢des coronais de estriado por
animal (murganhos injetados com 3 meses com ATAXINA-2 normal no estriado esquerdo
e com ATAXINA-2 mutada no estriado direito: n=6, murganhos injetados com 18 meses
com ATAXINA-2 normal no estriado esquerdo e com ATAXINA-2 mutada no estriado
direito: n=3). Apos as 12 semanas de inje¢do observa-se maior marcacao de GFAP no
estriado direito, relativamente ao estriado esquerdo, nos animais jovens e idosos. Os
animais idosos apresentam maior marcagao de GFAP no estriado direito com ATAXINA-
2 mutada, em comparacdo com o estriado direito com ATAXINA-2 mutada dos animais
jovens. E) Quantificacao dos niveis de mRNA do GFAP apos as 12 semanas de injecao
nos estriados esquerdo e direito, com ATXN2 normal e mutada, respetivamente, dos
animais jovens e idosos e do estriado dos animais nédo injetados (n=6, murganhos jovens
injetados com ATXN2 normal no estriado esquerdo e com ATXN2 mutada no estriado
direito; n=3 murganhos idosos injetados com ATXN2 normal no estriado esquerdo e com
ATXN2 mutada no estriado direito; n=4 murganhos idosos ndo injetados. O grafico de
barras representa a média + EPM dos niveis de mRNA de GFAP (u.a). Unpaired t test).
Os niveis de GFAP sdo mais elevados no estriado direito com ATXN2 mutada dos
animais idosos, em comparacdo com o estriado esquerdo com ATXN2 normal destes
mesmos animais, com 0s animais jovens na mesma condic¢do e com 0s animais idosos nao
injetados.

Nos murganhos injetados com 3 e 18 meses, as marcaces de GFAP e de Ibal eram
visiveis em ambos os estriados, estando mais presente na regido superior desta estrutura,
onde foi feita a injecdo. Contudo, de um modo geral, o estriado injetado com ATAXINA-
2 mutada apresenta uma maior marcacdo de GFAP (Fig. 4.4. B, D), comparativamente,
ao estriado injetado com ATAXINA-2 normal (Fig. 4.4. A, C). O mesmo se observou
para o Ibal, em que os animais jovens e idosos revelaram maior marcagao no estriado
injetado com ATXN2 mutada (Fig. 4.5 B, D), em relagdo ao estriado injetado com
ATXN2 normal (Fig. 4.5. A, C). Verificou-se uma marcagdo de GFAP mais evidente no
estriado injetado com ATXN2 mutada nos animais idosos do que nos animais jovens (Fig.
4.4. B, D). Ao contrario do GFAP, ndo se observaram diferencas de marcacdo de Ibal
nos estriados injetados com ATXNZ2 mutada entre 0s animais jovens e idosos (Fig. 4.5.
B, D).
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Figura 4.5. - A ATAXINA-2 estd associada ao aumento da ativacdo da resposta
inflamatéria A-D) Imagens representativas de microscopia para a marcagao
imunohistoquimica do Ibal as 12 semanas apos a injecao, utilizando 6 secc¢des coronais
de estriado por animal (n=6 murganhos jovens injetados com 3 meses com ATAXINA-2
normal no estriado esquerdo e com ATAXINA-2 mutante no estriado direito, n=3
murganhos idosos injetados com 18 meses com ATAXINA-2 normal no estriado esquerdo
e com ATAXINA-2 mutante no estriado direito). Apos as 12 semanas de injecao, € visivel
marcacao de Ibal em ambos os lados do estriado, sendo mais acentuada no estriado
direito. N&o ha diferencas de marcacao entre o estriado direito dos murganhos jovens e
idosos.
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Através da andlise dos niveis de mRNA de GFAP, notou-se uma expressao
tendencialmente superior de GFAP no estriado injetado com ATXN2 normal (1,147 £
0,2402) do que no estriado injetado com ATXN2 mutada (1,048 = 0,1127) nos animais
jovens (Fig. 4.4. E). Ao contrario dos animais jovens, nos animais idosos injetados, 0s

niveis de expressdao de GFAP tinham tendéncia para ser mais elevados no estriado
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injetado com ATXN2 mutada (1,187 = 0,214) do que o estriado injetado com ATXN2
normal (1,027 £ 0,1545) (Fig. 4.4. E). Ao comparar o estriado direito com ATXN2
mutada dos animais jovens e idosos, verificou-se que a expressdo de GFAP é
tendencialmente elevada nos animais idosos (Fig. 4.4. E). O mesmo se observou ao
comparar o estriado dos animais idosos injetado com ATXN2 mutada com o estriado dos
animais néo injetados (1,074 £ 0,07928), havendo uma maior tendéncia de expressao de
GFAP nos animais idosos injetados (Fig. 4.4. E). No entanto, qualquer diferenca dos
niveis de expressdo de GFAP entre as varias condicdes experimentais ndo é

estatisticamente significativa.

4.3. A ATAXINA-2 mutante e a idade ndo alteram a expressdo génica de elementos

essenciais em diversos mecanismos celulares

A ATAXINA-2 interage com o PABP (Ralser et al. 2005; Nobrega et al. 2015),
promovendo a associacdo da ATAXINA-2 aos polirribossomas (Satterfield and Pallanck
2006). Para investigar se a relagdo da ATAXINA-2 com o PABP era alterada durante o
envelhecimento na presenca da ATXN2 mutada, analisaram-se os niveis de mRNA da
Ataxina-2 endogena de murganho e de Pabpcl através de PCR quantitativo em tempo
real (Fig. 4.6.A, B). Apds as 12 semanas da injecdo, os niveis de expressdo de Ataxina-2
enddgena eram bastante aproximados entre todas as condi¢des experimentais (Fig. 4.6.A).
Portanto, ndo houve diferencas significativas na expressdo de Ataxina-2 endogena (Fig.
4.6.A). Também os niveis de Pabpcl eram semelhantes entre o estriado injetado com
ATXN2 normal (1,005 + 0,04463) e o estriado injetado com ATXN2 mutada (1,002 +
0,01356) nos animais jovens (Fig. 4.6.B). Por outro lado, nos animais idosos existiu uma
tendéncia para aumento dos niveis de Pabpcl no estriado com ATXN2 mutada (1,177 £
0,0584) em relacdo ao estriado com ATXN2 normal (1,01 + 0,08622), porém, esta
diferenca néo é estatisticamente significativa. Ao comparar o estriado direito dos animais
idosos com ATXN2 mutada e o estriado dos animais nédo injetados (1,116 + 0,03422),
observou-se uma tendéncia para aumento de mRNA de Pabpcl nos animais idosos
injetados, contudo, esta diferenca também n&o € significativa. Por outro lado, houve uma
diferenca significativa (p=0,0093) entre o estriado injetado com ATXN2 mutada dos
animais jovens e idosos, sendo que os animais idosos tinham uma expressao mais elevada
de Pabcl (Fig. 4.6.B).
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Com o envelhecimento, determinados mecanismos celulares como a autofagia,
comecam a sofrer alteragdes, o que pode contribuir para o desenvolvimento de
determinadas patologias (Rego 2017). Para além disso, nas doencas de poliglutaminas,
como € o caso da SCA2, sabe-se que ocorre a desregulacdo da autofagia (Cortes and La
Spada 2015). De modo a avaliar o impacto da ATXN2 mutada juntamente com o
envelhecimento sobre a autofagia, analisou-se os niveis de mMRNA de LC-3b (Fig. 4.6.C),

Beclina (Fig. 4.6.D), e p62 (Fig. 4.6.E), atraves de PCR quantitativo em tempo real.

De modo geral, os niveis de LC-3b foram tendencialmente mais elevados nos animais
jovens injetados em relacdo aos animais idosos injetados e ndo injetados, sendo que estes
dois ltimos grupos demonstraram valores de expressdo de LC-3b bastante aproximados
(Fig. 4.6.C). Apds as 12 semanas de injecdo, os niveis de LC-3b nos animais jovens eram
tendencialmente elevados no estriado injetado com ATXN2 mutada (1,698 + 0,3972), em
relagdo ao estriado injetado com ATXN2 normal (1,36 £ 0,4004). Nos animais idosos
injetados, a expressdo de LC-3b era aproximadamente semelhante entre os estriados com
ATXN2 normal (1,017 £ 0,1241) e com ATXN2 mutada (1,113 £ 0,06064). Os animais
idosos ndo injetados (1,041 + 0,04681) também apresentavam valores bastante
semelhantes a ambos os estriados dos animais injetados. No entanto, qualquer diferenca

dos niveis de mMRNA de LC-3b ndo € estatisticamente significativa (Fig. 4.6.C).

No caso da Beclina, os niveis de expressao tinham uma tendéncia elevada no estriado
injetado com ATXN2 normal (1,008 + 0,06253), relativamente ao estriado injetado com
ATXN2 mutada (0,7617 £ 0,1218) nos animais jovens (Fig. 4.6.D). Ao contrario do
observado nos animais jovens, nos animais idosos injetados houve uma tendéncia para o
aumento dos niveis de Beclina no estriado com ATXN2 mutada (1,063 + 0,07356), em
relacdo ao estriado com ATXN2 normal (0,895 + 0,005) (Fig. 4.6.D). Ao comparar 0s
animais jovens e idosos injetados, notou-se um tendencial aumento dos niveis de mMRNA
de Beclina no estriado com ATXN2 dos animais idosos (Fig. 4.6.D). Os niveis de mMRNA
da Beclina eram bastante semelhantes entre os animais idosos injetados e ndo injetados
(1,009 £ 0,03857) (Fig. 4.6.D). Apesar de se observarem algumas diferencas ligeiras nos

niveis de expressdo de Beclina, estas ndo sao estatisticamente significativas.

Ao analisar os niveis de expressdo do p62, verificou-se que o estriado direito dos
animais jovens injetados com ATXN2 mutada (1,19 + 0,1437) apresenta valores
tendencialmente superiores ao estriado esquerdo injetado com ATXN2 normal (1,018 £+
0,08023) (Fig. 4.6.E). Ja nos animais idosos injetados, os niveis de mRNA de p62 eram
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bastante aproximados entre o estriado com ATXN2 normal (1,003 £ 0,07311) e com
ATXN2 mutada (0,9867 = 0,0348) (Fig. 4.6.E). No entanto, observou-se uma tendencial
diminuicdo dos valores de p62 no estriado injetado com ATXN2 mutada dos animais
idosos, relativamente ao dos animais jovens. Esta mesma observacgédo ocorre no estriado
dos animais idosos ndo injetados, que apresentou valores tendencialmente mais elevados
(1,131 £0,1498), em relagéo ao estriado injetado com ATXN2 mutada dos animais idosos
injetados (Fig. 4.6.E). Contudo, estas diferencas nos niveis de mRNA de p62 também néo

sdo estatisticamente significativas.
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Figura 4.6. - A ATAXINA-2 mutante e a idade ndo alteram a expressao génica de elementos
essenciais em diversos mecanismos celulares. A-B) Quantificagdo dos niveis de mRNA de
Ataxina-2 enddégena de murganho (A), de PABPC1 (B), de LC-3b (C), de Beclina (D) e de p62
(E) as 12 semanas ap6s a injecao (n=6 murganhos jovens injetados com ATAXINA-2 normal no
estriado esquerdo e ATAXINA-2 mutada no estriado direito; n=3 murganhos idosos injetados
com ATAXINA-2 normal no estriado esquerdo e ATAXINA-2 mutada no estriado direito; n=4
murganhos idosos ndo injetados). Nao existem diferencas significativas nos niveis de expressao
de Ataxina-2 enddgena entre as diferentes condi¢des experimentais, porém existe um aumento da
expressdo de PABPC1 no estriado com expressao da forma mutada da ATAXINA-2 humana nos
animais idosos injetados, em relacdo ao estriado correspondente dos animais jovens. N&o existem
diferencas significativas entre as diferentes condicGes experimentais para a LC-3b, Beclina e
p62. Os valores estdo expressos pela média = EPM, (Unpaired t-test, two-tailed).
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O envelhecimento promove a disfungcdo mitocondrial, que de certa forma contribui
para o desenvolvimento de certos eventos patoldgicos, tanto a nivel molecular, como
celular (Lopez-Otin et al. 2013). Além disso, a disfungdo mitocondrial esta também
associada as doencas de poliglutaminas devido a sobre-expressdo das proteinas mutantes
responsaveis por este tipo de doencas (Stoyas and La Spada 2018). Assim, para investigar
a disfuncdo mitocondrial provocada pelo envelhecimento em conjunto com a ATXN2
mutada, analisou-se 0 MRNA de PGC-1a (Fig. 4.7.F) e de TFAM (Fig. 4.7.G), através de

PCR quantitativo em tempo real.

Ap0s as 12 semanas de injecdo, os niveis de PGC-1a foram tendencialmente mais
elevados no estriado injetado com ATXN2 mutada (1,187 + 0,2138), em relacdo ao
estriado injetado ATXN2 normal (1,018 £ 0,08207) nos animais jovens (Fig. 4.7.F). O
mesmo se observou para os animais idosos injetados, contudo a diferenca entre o estriado
com ATXN2 mutada (1,06 + 0,1405) e o estriado com ATXNZ2 normal (1,007 £+ 0,08413)
€ menor, comparativamente aos animais jovens (Fig. 4.7.F). No entanto, notou-se uma
tendéncia para a diminuicdo dos niveis de MRNA do PGC-1a no estriado com ATXN2
mutada dos animais jovens para os animais idosos injetados (Fig. 4.7.F). Ao comparar o
estriado injetado com ATXNZ2 mutada dos animais idosos com o estriado dos animais néo
injetados (1,098 + 0,1438), estas duas condi¢bes experimentais demonstraram valores de
PGC-1a bastante aproximados (Fig. 4.7.F). Contudo, estas diferencas dos niveis de PGC-
la ndo sdo estatisticamente significativas. Ao analisar os niveis de expressdo de TFAM,
notou-se que todas as condi¢des experimentais tinham valores bastante aproximados e,

portanto, ndo existem diferencas significativas entre si (Fig. 4.7.G).

Durante o envelhecimento pode ocorrer disfuncdo sinaptica (Masliah et al. 1993;
Walsh and Akopian 2019). Para avaliar a funcdo sinaptica e se esta sofria alteracdes
devido ao efeito do envelhecimento e da ATXN2 mutada, analisou-se os niveis de mMRNA
de Vglut (Fig. 4.7.H) e psd95 (Fig. 4.7.1) através de PCR quantitativo em tempo real.

Apos as 12 semanas de injecéo, os niveis de mRNA de Vglut tinham uma tendéncia
elevada no estriado injetado com ATXN2 mutada (1,253 £ 0,223), em relacdo ao estriado
injetado com ATXN2 normal (1,12 £ 0,2217) nos animais jovens (Fig. 4.7.H). Por outro
lado, nos animais idosos injetados, tanto o estriado com ATXN2 normal (1,25 + 0,4899),
como o estriado com ATXN2 mutada (1,287 + 0,5659) apresentavam valores de Vglut
bastante aproximados (Fig. 4.7.H). Os animais idosos ndo injetados (1,266 + 0,3073)

revelaram valores de VVglut semelhantes a ambos os estriados dos animais idosos injetados
62



(Fig. 4.7.H). Ao comparar o estriado injetado com ATXN2 mutada dos animais jovens e
idosos, notou-se que os niveis de MRNA de Vglut eram também aproximados, havendo
uma ligeira tendéncia para aumentar nos animais idosos. Nao se encontraram diferencas

significativas nos niveis de mMRNA de Vglut entre as diversas condi¢des experimentais.

Em relagdo aos niveis de mRNA do psd95, observou-se que o estriado injetado com
ATXN2 normal (1,005 + 0,04822) e com ATXN2 mutada (0,9983 + 0,07905) nos animais
jovens tinham valores semelhantes (Fig. 4.7.1). Por outro lado, nos animais idosos
injetados, os niveis de expressdo de psd95 eram tendencialmente elevados no estriado
com ATXNZ2 mutada (1,147 £ 0,1126), em relacdo ao estriado com ATXN2 normal
(1,017 £ 0,1272) (Fig. 4.7.1). Comparando o estriado injetado com ATXN2 mutada dos
animais jovens e idosos injetados, notou-se que os valores de psd95 eram tendencialmente
superiores nos animais idosos (Fig. 4.7.1). O mesmo acontece entre o0 estriado injetado
com ATXNZ2 mutada dos animais idosos injetados e o estriado dos animais idosos néo
injetados (1,058 + 0,07568) (Fig. 4.7.1). Contudo, ndo existem diferencas significativas

nos niveis de mMRNA do psd95 entre as varias condi¢cdes experimentais.

O envelhecimento esta associado a desregulacdo metabdlica (Kubben and Misteli
2017), que afeta vias de sinalizacdo de elementos responsaveis pela sensibilidade de
nutrientes (Lopez-Otin et al. 2013). Por outro lado, a ATAXINA-2 tem um papel como
mediador metabdlico e sensor de nutrientes (Lee et al. 2018), mas também modula a
sinalizacdo de outras vias responsaveis pela sensibilidade de nutrientes (Lastres-Becker
et al. 2016; Ostrowski, Hall, and Mekhail 2017). Assim, para investigar se existiam
alteracdes na regulacdo do sensor de nutrientes provocada pelo envelhecimento em
conjunto com a ATXN2 mutada, através de PCR quantitativo em tempo real, analisou-se
o mRNA de mTOR, um elemento responsavel pela sensibilidade a elevadas
concentracdes de aminoacidos (Lopez-Otin et al. 2013) (Fig. 4.7.J). Apos as 12 semanas
de injecdo, os niveis de expressdo de mTOR apresentavam uma tendéncia ligeiramente
elevada no estriado injetado com ATXN2 normal (1,015 £+ 0,08135), em relacdo ao
estriado injetado com ATXN2 mutada (0,9317 + 0,08093) nos animais jovens (Fig. 4.7.J).
Nos animais idosos injetados, os valores de mTOR eram semelhantes entre os estriados
com ATXN2 normal (1,04 + 0,1929) e com ATXN2 mutada (1,05 + 0,1044) (Fig. 4.7.J).
Comparando o estriado injetado com ATXN2 mutada dos animais jovens e idosos, notou-
se um tendencial aumento dos niveis de expressdo de mTOR nos animais idosos (Fig.

4.7.J). Os valores de mTOR eram também tendencialmente superiores no estriado
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injetado com ATXN2 mutada dos animais idosos injetados, em relacdo ao estriado dos
animais idosos néo injetados (1,008 + 0,07745) (Fig. 4.7.J). No entanto, as diferencas dos

niveis de MRNA do mTOR observadas ndo foram estatisticamente significativas.
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Figura 4.7. - A ATAXINA-2 mutante e a idade ndo alteram a expressdo génica de
elementos essenciais em diversos mecanismos celulares. Quantificacdo dos niveis de
MRNA de PGC-/a (F), de TFAM (G), de Vglut (H), de psd95 (1) e de mTOR (J) as 12
semanas apos a injecdo (n=6 murganhos jovens injetados com ATAXINA-2 normal no
estriado esquerdo e ATAXINA-2 mutada no estriado direito; n=3 murganhos idosos
injetados com ATAXINA-2 normal no estriado esquerdo e ATAXINA-2 mutada no
estriado direito; n=4 murganhos idosos ndo injetados). N&o existem diferencas
significativas entre as diferentes condi¢Ges experimentais para o PGC-1a, TFAM, Vglut,
psd95 e mTOR. Os valores estdo expressos pela média + EPM, (Unpaired t-test, two-
tailed).

65



4.4. A ATXN2 mutada diminui a ativacdo da atividade apoptdtica e provoca

alteracdo nas histonas

Mutag6es na ATAXINA-2 podem conduzir a morte celular por apoptose (Huynh
et al. 2003). Com o intuito de investigar se havia maior ativacao da via de sinalizacéo da
apoptose, analisou-se o0s niveis de proteina da caspase-3 clivada, um elemento desta via
de sinalizagdo, ap0ds as 12 semanas de injecdo nos animais idosos injetados e nos animais
idosos ndo injetados. A andlise por Western Blot revelou niveis de caspase-3 clivada
tendencialmente inferiores no estriado dos animais idosos injetados com ATXNZ2 mutada
(0,2963 + 0,005402), em relacdo ao estriado destes mesmos animais injetado com
ATXN2 normal (0,6026 + 0,3083), porém esta diferenca ndo é significativa (Fig. 4.8.C).
Os animais idosos ndo injetados apresentaram niveis de caspase-3 clivada superiores
(0,9047 £ 0,1299), em relacdo aos animais idosos injetados. Contudo, existe uma
diminuicdo significativa dos niveis de proteina da caspase-3 clivada no estriado dos
animais idosos injetados com ATXN2 mutada, em relagdo aos animais ndo injetados (Fig.
4.8.C).

Durante o normal processo de envelhecimento ocorrem alteracdes epigenéticas
que englobam por exemplo a modifica¢do pos-traducdo das histonas (Lopez-Otin et al.
2013; Kubben and Misteli 2017). Para detetar se a ATAXINA-2 mutada causava
alteracdes nas histonas, analisou-se, através de Western Blot os niveis de proteina da
Fosfo-histona H2A.X nos animais idosos injetados e ndo injetados apds as 12 semanas de
injecdo. Observou-se que os niveis de Histona H2A.X eram bastante semelhantes entre
0 estriado dos animais idosos injetados com ATXN2 normal (0,9252 + 0,3181) e 0
estriado destes mesmos animais injetado com ATXN2 mutada (0,9665 + 0,1004) (Fig.
4.8.D). Contudo, os niveis de Histona H2A.X eram bastante mais elevados nos animais
idosos ndo injetados (1,598 + 0,05418), em relacdo a ambos os estriados dos animais
injetados (Fig. 4.8.D). Existe uma diminuig&o estatisticamente significativa no estriado
com ATXN2 mutada nos animais idosos injetados, relativamente aos animais néo
injetados (Fig. 4.8.D).
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Figura 4.8. - A ATAXINA-2 mutada conduz a alteragdes nos processos apoptotico e
alteracOes epigenéticas. A-D) Analise de Western Blot dos niveis de ATXN2 (B), da
caspase-3 clivada (C) e de Histona H2A.X as 12 semanas apés a injecao nos estriados
esquerdo e direito dos animais idosos injetados e dos animais idosos néo injetados. (n=2
animais idosos injetados com ATXN2 normal no estriado esquerdo e com ATXN2 mutada
no estriado direito; n=2 animais idosos nao injetados. O grafico de barras representa a
média £ EPM dos niveis de proteina de ATXN2, caspase-3 clivada e de Fosfo-histona
H2A.x (u.a). Unpaired t test: *, p <0.05; **, p <0,01). Os niveis de ATXN2 séo
aproximadamente semelhantes entre ambos os estriados dos animais injetados, mas
existe um ligeiro aumento desta proteina nos animais ndo injetados. Os niveis de caspase-
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3 clivada sdo bastante mais reduzidos no estriado injetados com ATXN2 mutada, em
relacdo ao estriado injetado com ATXN2 normal e o estriado ndo injetado. Os niveis de
Fosfo-histona H2A.X s&o semelhantes entre o estriado injetado com ATXN2 normal e
mutada, mas existe uma diminuicdo acentuada desta proteina no estriado injetado com
ATXN2 mutada, relativamente ao estriado dos animais nédo injetados.
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5. Discussao:

5.1.Formacdo de agregados de ATXN2 mutada e perda da integridade

neuronal:

As proteinas poliglutaminas quando mutadas sofrem alteragdes na sua estrutura e
na forma de interagir com outras proteinas, conduzindo a formacdo de agregados
proteicos com propriedades tdéxicas nas celulas neuronais (Michalik and Van
Broeckhoven 2003; Adegbuyiro et al. 2017). No caso da ATAXINA-2 mutada, 0s
agregados formados séo sobretudo citoplasmaticos (Koyano et al. 2014). Estes agregados
podem tornar-se toxicos para as células e desta forma contribuir para o desenvolvimento
de determinadas patologias (Stoyas and La Spada 2018; Takeuchi and Nagai 2017;
Adegbuyiro et al. 2017). Apo6s as 12 semanas de injecdo, foi detetada ATAXINA-2 no
hemisfério injetado com ATXN2 mutada. A ATAXINA-2 mutada com uma expansao de
82 repeticOes de glutaminas conduziu a formacéo de agregados nos animais injetados com
3 meses (jovens) e 18 meses (idosos). De facto, a ATXN2 mutada injetados nos
murganhos jovens e idosos levou a formacdo de agregados. Os animais idosos
apresentavam aproximadamente o dobro do nimero de agregados de ATXN2 mutada em
relacdo aos animais jovens. Estes resultados demonstram que o aumento da idade
compromete as vias de degradacdo de proteinas, resultando na acumulacéo de proteinas

mutadas e formag&o de agregados proteicos.

O envelhecimento € um dos fatores principais para o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas (Hung et al. 2010; Rego 2017), principalmente devido a diminui¢do
do sistema de controlo de qualidade de proteinas que, por sua vez, contribui para a
acumulacdo de proteinas anormais que formam os agregados proteicos (Hung et al. 2010).
Portanto, os resultados deste projeto estdo em concordancia com a literatura, visto que se
formam mais agregados nos animais idosos, em relacdo aos animais jovens, que poderéo

contribuir para o desenvolvimento de patologia.

Os neurdnios sdo das células mais afetadas pelo envelhecimento, uma vez que sdo
bastante suscetiveis a elevados niveis de stress oxidativo, a alteragcdes metabolicas e no
DNA, como também a acumular proteinas danificadas (Rego 2017). Portanto, € comum
nos humanos, a partir dos 60 anos de idade, haver uma diminui¢cdo do volume e peso
cerebral juntamente com um aumento do volume ventricular (Anderton 2002; Jernigan et

al. 2001), devido a perda neuronal e encolhimento dos corpos celulares dos neuronios
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(Anderton 2002). A perda neuronal severa é também um achado cerebral patolgico
recorrente nos doentes com SCA, que ocorre principalmente no cerebelo, mas também
no globo palido, no cortex cerebral e no estriado (Huynh et al. 1999; Estrada et al. 1999).
De facto, observou-se no estriado injetado com ATXN2 mutada maiores areas sem
marcacdo de DARPP-32, em relacdo ao estriado injetado com ATXNZ2 normal nos
animais jovens e idosos, 0 que sugere que a expressdo de ATXN2 mutada conduziu a
perda localizada da imunoreatividade do anticorpo anti-DARPP-32, apds as 12 semanas
de injecdo. Além disso, os niveis de proteina de DARPP-32 apresentaram uma reducéo
significativa no estriado injetado com ATXN2 mutada dos animais idosos, em relagéo
aos animais ndo injetados. Dado que, ocorre a perda de imunoreatividade de DARPP-32
e uma reducdo dos seus niveis proteicos no estriado dos animais injetados com ATXN2
mutada, verifica-se que a ATXN2 mutada provoca perda neuronal, independentemente
da idade.

Para confirmar a morte neuronal, procedeu-se a analise com coloracéo violeta de
cresilo, que demonstrou a presenca de ndcleos picndticos nos estriados injetados com
ATXN2 normal e com ATXNZ2 mutada, ndo havendo grandes diferengas entre ambos os
estriados e 0s animais jovens e idosos. Também ndo se observaram diferencgas entre os

animais jovens e idosos através deste método.

A acumulacdo de proteinas danificadas e a formacdo de agregados de ATXN2
mutada, possivelmente, compromete a fungdo de determinados organelos que,
posteriormente, ira provocar diversos danos celulares que contribuem para a morte
neuronal observada. Estas sequéncia de eventos patoldgicos € comumente observada nas

doencas neurodegenerativas (Rego 2017).

5.2. A ATXN2 mutada conduz ao aumento da resposta inflamatoria:

O envelhecimento esta associado a um fenotipo pré-inflamatério chamado de
“inflamaging”, que se pode dever a diversas causas como, por exemplo, a acumulacéo de
danos nos tecidos ou devido a problemas na resposta autofégica, entre outros (Lopez-Otin
et al. 2013). Algo que se observa nos doentes SCA2, para além da perda neuronal, é
também um aumento da microglia e astrogliose em determinadas regiGes do cérebro
(Huynh et al. 1999; Estrada et al. 1999).
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A andlise imunohistoquimica apds as 12 semanas de inje¢do, revelou a marcagao
de GFAP e de Ibal em ambos os hemisférios do cérebro dos animais jovens e idosos
injetados, mas ndo se observou marcacdo de GFAP e de Ibal nos animais idosos nao
injetados. O estriado direito injetado com ATAXINA-2 mutada nos animais jovens e
idosos apresenta mais marcacdo de GFAP e de Ibal, em comparagdo com o estriado
esquerdo injetado com ATAXINA-2 normal. Porém, repara-se que a marcagdo de GFAP
€ mais evidente no estriado direito injetado com ATXN2 mutada nos animais idosos, do
gue nos animais jovens. enquanto que, para o Ibal, ndo se observam diferencas de
marcagdo entre 0s animais jovens e os animais idosos. Estes resultados estéo de acordo
com a literatura, pois observa-se a ocorréncia de astrogliose e ativagdo da microglia no
estriado na presenca de ATXN2 mutada (Huynh et al. 1999; Estrada et al. 1999).

Os perfis de expressdo génica no cérebro sofrem alteracbes durante o
envelhecimento, pelo que existe um aumento da expressédo de genes envolvidos no
processo de inflamacdo (Anderton 2002). A analise dos niveis de GFAP ap0s as 12
semanas de injecdo ndo demonstrou diferencas significativas entre os estriados injetados
com ATXN2 normal e com ATXN2 mutada nos animais jovens, idosos e nos animais ndo

injetados.

Estes dados em conjunto sugerem que a ATXN2 mutada, independentemente da
idade, provoca 0 aumento da resposta inflamatdria através da astrogliose e da ativacdo da

microglia.

5.3. A ATXN2 mutada tem influéncia sobre o PABP:

A ATAXINA-2 tem um papel bastante vasto no metabolismo do mRNA
(Satterfield and Pallanck 2006; Albrecht et al. 2004; Shibata, Huynh, and Pulst 2000),
desde estabilizar o MRNA ligando-se diretamente ao 3° UTR dos mRNAs ('Yokoshi et al.
2014), como também liga de forma transiente ao reticulo endoplasmatico rugoso, rico em
proteinas capazes de ligar ao RNA (van de Loo et al. 2009) e facilita a tradugdo do mRNA
codificante para componentes estruturais do reticulo endoplasmatico ou proteinas
associadas a este organelo (Del Castillo et al. 2019). Além disso, devido aos seus
dominios Lsm, a ATAXINA-2 pode também interagir com os sSnRNPs e promover o

splicing (Neuwald and Koonin 1998). Estes processos do metabolismo do mRNA podem
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ser afetados pela expansédo de glutaminas na ATAXINA-2, uma vez que compromete as
interacOes proteicas (Yokoshi et al. 2014; Neuwald and Koonin 1998).

Antes do recrutamento dos ribossomas e do inicio da traducdo, o PABPC1 medeia
a circulagdo do mRNA através da ligacdo a cauda poli-(A) dos mRNAs (Svitkin et al.
2009). A ATAXINA-2 interage, de forma independente da expansdo de poliglutaminas,
com o PABP, de modo a associar-se aos polirribossomas (Ralser et al. 2005; Nobrega et
al. 2015; Satterfield and Pallanck 2006).

Os niveis de mRNA da Ataxina-2, ap0s as 12 semanas de injecdo, mantiveram-se
inalterados entre os estriados injetados com ATXN2 normal e ATXN2 mutada nos
animais jovens e idosos, como também nos animais idosos ndo injetados. N&o houve
diferencas significativas nos niveis de mMRNA do PABPCL1 entre os estriados injetados
com ATXN2 normal e mutada dos animais jovens e idosos e 0s animais nao injetados.
Porém, houve um aumento significativo dos niveis de Pabpcl no estriado injetado com
ATXN2 mutada nos animais idosos, em relacao aos animais jovens. Estes resultados estao
de acordo com um estudo em que se descobriu que a ATXN2 mutada sequestrava o
PABPCL1, observando-se que os niveis de mRNA do Pabpcl no cértex aumentavam na
presenca de ATXN2 mutada com 42 repeticbes CAG (Damrath et al. 2012), o que
conduziu por sua vez ao aumento dos niveis desta proteina soltvel. A ATXN2 mutada
demonstrou um aumento da sua insolubilidade ao longo do tempo que, por sua vez,
provocou o0 aumento da insolubilidade do PABPCL, através do sequestro desta proteina
(Damrath et al. 2012). As mesmas observacdes foram feitas no cerebelo, na qual o
sequestro e aumento da insolubilidade do PABPC1 podera ter comprometido o
processamento do RNA e a sintese proteica, conduzindo a morte celular nas células de
mamifero (Thangima Zannat, Bhattacharjee, and Bag 2011).

Estas observac@es indicam que a ATXN2 mutada sequestra o PABPC1 e diminui a
sua solubilidade na células. Deste modo, o0 aumento dos niveis de mMRNA do PABPC1

podem ser um mecanismo compensatorio para repor os niveis desta proteina na célula.
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5.4. AATXN2 mutada e a idade ndo alteram os niveis de expressdo génica de

elementos essenciais nos processos autofagicos:

O envelhecimento é acompanhado da diminuicdo da atividade dos sistemas de
degradacédo de proteinas (Lopez-Otin et al. 2013). As vias de degradacdo de proteinas
incluem a autofagia e 0 UPS (Alves-Cruzeiro et al. 2016). Estas vias, ndo séo apenas
afetadas pelo envelhecimento, mas também, pela ATAXINA-2 mutada (Damrath et al.
2012) (Halbach et al. 2015) (Alves-Cruzeiro et al. 2016), devido a interacdo e sequestro
de componentes das estruturas essenciais para a degradacédo de proteinas (Halbach et al.
2015). Assim sendo, os sistemas de autofagia e UPS podem ser afetados pelo
envelhecimento e pelas doencas de poliglutaminas (Lopez-Otin et al. 2013; Cortes and
La Spada 2015). A diminuicdo da efic&cia ou desregulacdo da autofagia e do UPS, conduz
a acumulacdo de proteinas com conformacdo anormal, ao aumento da clivagem das
proteinas mutantes em pequenos fragmentos tdxicos e a formacéo de agregados proteicos
(Alves-Cruzeiro et al. 2016). Os agregados, sdao compostos pelos fragmentos tdxicos e,
portanto, sdo indicadores que existe a desregulacdo da proteostase (Stoyas and La Spada
2018; Cortes and La Spada 2015).

Os perfis de expressdo génica e proteica no cérebro tendem a modificar-se ao longo
da idade e quando esta é avancada, ocorre a diminui¢cdo da expressdo de genes envolvidos
no metabolismo de proteinas (Anderton 2002). Apos as 12 semanas de injecdo, a analise
dos niveis de mMRNA de LC-3b, Beclina e p62, marcadores da autofagia, apesar de se
verificar ligeiras diferengas entre os animais jovens e idosos injetados e 0s animais néo
injetados, estas ndo sdo diferengas significativas. Deste modo, ndo sdo detetadas
alteracdes na regulacdo da proteostase através da analise da sua expressdo génica, mas,
possivelmente, poderiam ser detetadas alteracGes através de andlise proteica destes

mesmos marcadores.

5.5. O aumento da idade e a presenca de ATXN2 mutada n3ao causam

alteracdes na expressdo génica de elementos mitocondriais:

Outro evento comum no envelhecimento é a disfungdo mitocondrial (Lopez-Otin et
al. 2013), que também pode ocorrer nas doencas de poliglutaminas (Stoyas and La Spada
2018). Nas doencas de poliglutaminas, os complexos da cadeia respiratdria séo afetados

e ocorre a diminuigcdo da producdo de ATP e o aumento dos niveis de ROS, o que
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prejudica bastante os neuronios devido as duas necessidades energéticas elevadas e
dependéncia de ATP, produzido pela respiracdo celular mitocondria (Stoyas and La
Spada 2018). Os niveis de MRNA do PGC-1a apos as 12 semanas de inje¢do mostraram
ligeiras alteracdes entre os estriados injetados com ATXN2 normal e mutada nos animais
jovens e idosos injetados e nos animais nao injetados, porém sem diferenca significativa.
Os niveis de mRNA do TFAM eram bastante semelhantes entre as varias condi¢des
experimentais, pelo que, também ndo se verificaram diferencas significativas. Estes
resultados ndo demonstram alteracbes na fungdo mitocondrial ao longo do
envelhecimento na presenca de ATXN2 mutada, no entanto, estudos adicionais com
outros marcadores podem ajudar a melhor compreender o impacto desta proteina mutada

na funcdo da mitocondria.

5.6. A ATXN2 mutada em conjunto com a idade ndo provoca alteracdes na

funcado sinaptica:

E também comum durante o envelhecimento ocorrer a disfuncio sinaptica
(Masliah et al. 1993), que se manifesta por menor excitabilidade inicial, maior dificuldade
em gerar potenciais de acdo e menor nimero de espinhas dendriticas nos ganglios basais
que, por sua vez, comprometem a execucao de determinados movimentos (Walsh and
Akopian 2019).

A ATXNZ2 interage com uma rede de proteinas sinapticas (Paciorkowski et al.
2011) e parece ter um papel importante para a plasticidade sinaptica a longo termo dos
neurdnios de projecao olfativos na Drosophila (McCann et al. 2011). Num modelo animal
knock-in com 100 repeticdes CAG na ATAXINA-2 verificou-se que uma expanséo de
poliglutaminas elevada causava a perda de fatores axonais e pré-sinapticos que estariam
associados a deficiéncias motoras e sensoriais observadas neste modelo animal (Canet-
Pons et al. 2019). Além disso, observou-se em doentes com SCA2 com uma expanséo
superior a 200 CAG que o fenotipo severo observado pode estar correlacionado com
problemas na interacdo da ATXNZ2, com proteinas estruturais pds-sinapticas
(Paciorkowski et al. 2011).

Na andlise dos niveis de mMRNA de Vglut e de psd95, marcadores sinapticos, apos
as 12 semanas de injecdo, apesar de haver ligeiras discrepancias entre as varias condicoes
experimentais, ndo se observaram diferencas significativas.
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5.7. A atividade do mTOR ndo é comprometida ao longo da idade na

presenca de ATXN2 mutada:

O complexo mTOR é responsavel pela sensibilidade a elevadas concentracfes de
aminoacidos e regula aspetos do metabolismo anabdlico (Lopez-Otin et al. 2013). A
atividade do mTOR ¢ inibida pela via IS (Lopez-Otin et al. 2013; Kubben and Misteli
2017) e pelo AMPK (Lopez-Otin et al. 2013). Quando a atividade do mTOR ¢ inibida, o
fendtipo assemelha-se ao fendtipo da restricdo calorica, que favorece um aumento da
esperanca de vida (Johnson, Rabinovitch, and Kaeberlein 2013). Porém, durante o
envelhecimento, os niveis de IS (Lopez-Otin et al. 2013) e a atividade do AMPK
(Kubben and Misteli 2017) diminuem. Deste modo, era de esperar que 0s niveis de
MRNA do mTOR aumentassem durante o envelhecimento. De facto, houve um pequeno
aumento dos niveis de mMRNA do mTOR nos animais idosos, contudo, este aumento ndo
é estatisticamente significativo. Isto pode dever-se a presenca de ATXN2, uma vez que
esta tem a capacidade de inibir a sinalizacdo mTOR (Lastres-Becker et al. 2016;
Ostrowski, Hall, and Mekhail 2017).

5.8. AATXN2 mutada diminui a ativacdo da via apoptotica:

A caspase 8 ativa a caspase-3 através da clivagem proteolitica da pro-caspase-3.
(Stennicke, Yangi X., and Reed 1998; Alan G. Porter 1999). A caspase-3 ativada,
desencadeia a apoptose celular (Alan G. Porter 1999). Mutagdes na ATAXINA-2
resultam numa diminuicdo da eficiéncia da sensibilizacdo das células ao estimulo

apoptético (Wiedemeyer et al. 2003).

Ap0s as 12 semanas de inje¢do nos animais idosos, 0s niveis de caspase-3 clivada
eram bastante reduzidos no estriado injetado com ATXN2 mutada em relacéo ao estriado
injetado com ATXNZ2 normal e o estriado dos animais nédo injetados. O elevado valor dos
niveis de caspase-3 nos animais ndo injetados indica que as vias apoptoticas sdo ativadas
nas células do estriado. O mesmo n&o se verifica, no estriado injetado com ATXN2
mutada, pois o valor reduzido nos niveis de caspase-3 clivada, indica que vai haver menor
ativacdo da apoptose, criando de facto uma diminuicdo da sensibilidade das células a este
estimulo, como referido por (Wiedemeyer et al. 2003). Deste modo, as células danificadas
ndo sdo removidas por apoptose e acumulam-se no cérebro, pelo que, poderdo sofrer
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outras alternativas de morte celular ou entdo acumulam-se e provocam inflamacdo e

danos no tecido cerebral.

5.9. O papel das histonas pode estar comprometido devido a acdo da ATXN2

mutada:

Com o aumento da idade é normal ocorrerem alteracfes epigenéticas, como por
exemplo, a modificagdo pds-traducdo das histonas (Lopez-Otin et al. 2013; Kubben and
Misteli 2017). Por tal, analisou-se os niveis de Fosfo-histona H2A.X através de Western
Blot apds as 12 semanas de inje¢do, com o intuito de detetar alteracdes nas histonas nos
animais envelhecidos na presenca de ATXN2 mutada. De facto, observou-se que existiu
uma reducdo dos seus niveis proteicos no estriado injetado com ATXN2 mutada, em
relacdo ao estriado dos animais ndo injetados. Uma vez que ndo ha diferencas entre os
estriados dos animais injetados, mas sim em relacdo aos animais ndo injetados, talvez a

injecdo e ndo apenas a ATXN2 mutada podera ter provocado alteragcdes nas histonas.

Resumindo, os resultados sugerem que o aumento da idade compromete
principalmente os processos de degradacdo proteica e contribuem para a acumulagéo da
ATXN2 mutada e para a formacéo de agregados no interior das células. Estes agregados
poderdo sequestrar outras proteinas celulares, como o PABPCL1, e comprometer o
metabolismo de MRNA que, por sua vez, ira afetar a sintese de proteinas essenciais para
os diversos mecanismos celulares. Portanto, com o passar do tempo, a célula acumula
danos. Numa idade jovem, estes danos podem ser reparados, mas numa idade mais
avancada a capacidade de reparacdo de danos celulares € diminuida. Portanto, nos animais
envelhecidos, podera haver a acumulacdo de células danificadas que desencadeiam o
aumento da resposta inflamatdria. Devido a baixa ativacdo da caspase-3, as células
danificadas, em principio, ndo sdo removidas por apoptose, mas poderao sofrer outro tipo

de morte celular, dado que existe maior perda neuronal nos animais envelhecidos.

76



6. Conclusao:

A presenca de ATXN2 mutante conduz a formacéo de agregados proteicos, que é
mais acentuada numa idade mais avangada. A quantidade elevada de agregados nos
animais mais idosos pode ser responsavel pelo aumento da resposta inflamatoria, em
relacdo aos animais jovens, detetado atraveés do aumento de marcagdo da microglia e de
astrocitos. Além disso, os agregados de ATXN2 mutante podem também levar a morte
celular e perda de neuronios, observada através da presenca de ndcleos picnoticos e da
perda de volume de marcacdo DARPP-32. No entanto, a analise dos niveis proteicos de
caspase-3 clivada indicam que, na presenca de ATXN2 mutada, a ativacdo da via
apoptdtica é reduzida, pelo que as células danificadas pela ATXN2 mutada ou mesmo
como consequéncia do envelhecimento, poderdo acumular-se no tecido cerebral e
contribuir para o aumento da resposta inflamatoria, ou entdo morrem por outras vias

alternativas, como a necrose.

O aumento de agregados de ATXN2-2 mutada nos animais mais idosos podera
levar ao recrutamento de PABP para os agregados proteicos e, consequentemente, afetar
0 metabolismo de RNA. A célula pode ter de aumentar a transcricdo de PAPB, atuando

como método compensatorio para repor os niveis proteicos de PABP citoplasmaticos.

No entanto, a forma mutada da ATXN2 com 82 repeti¢cdes de glutaminas ndo
provocam alteracdes nos niveis de mRNA de componentes essenciais no processo da
autofagia e na funcdo sinaptica, sendo interessante também avaliar a nivel proteico para
confirmar se estes resultados sdo consistentes. Estes resultados poderao dever-se ao facto
de haver um aumento nos niveis de mMRNA de PABP que, por sua vez, ira conduzir ao
aumento desta proteina no citoplasma, a niveis suficientes de exercer o seu papel no

metabolismo de RNA.

Contudo, através da analise dos resultados obtidos de mTOR, ndo é possivel
afirmar se a ATXN2 mutada tem ou ndo efeito sobre o sensor de regulacdo de nutrientes,
uma vez que, se desconhece se a expansao de glutaminas influéncia o papel inibitério da
ATXN2 sobre o mTOR.

A presenca de ATXN2 mutada provocou uma reducdo dos niveis proteicos das
histonas, 0 que sugere que a ATXN2 mutada podera afetar as marcacgdes epigenéticas e a

expressao genética.
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Figura.6.1. - A ATAXINA-2 mutada conduz a neurodegeneracdo que € agravada com O
envelhecimento. Devido ao aumento da idade, a eficacia dos mecanismos de degradacéo proteica
diminui e, portanto, h4 uma acumulacéo de proteinas danificadas na célula, como é o caso da
ATXN2 mutada. Estas proteinas mutadas irdo formar agregados proteicos e podem recrutar
outras proteinas ou moléculas citoplasmaticas, que podem estar envolvidas em diversos
mecanismos celulares, como por exemplo, 0 metabolismo e processamento do mRNA, que é o
caso da PABP. Devido ao recrutamento destas proteinas para os agregados, a sua
disponibilidade na célula diminui e, portanto, estes mecanismos onde as proteinas estavam
envolvidas deixam de ser corretamente funcionais. Deste modo, a célula comeca a acumular
diversos danos. A acumulagéo de danos pode desencadear uma resposta inflamatéria. Por outro
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lado, a acumulacéo de agregados proteicos pode induzir a morte dos neurdnios. O aumento da
resposta inflamatdria e a morte neuronal provocam a neurodegeneragao.
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7. Perspetivas futuras:

Futuramente, pretende-se aumentar o nimero de animais para cada condicéo
experimental utilizada neste projeto, para uma obter uma melhor robustez da analise
estatistica. Seria interessante complementar as analise dos niveis de mMRNA, com o0s niveis
proteicos, para avaliar e detetar melhor as diferencas que possam ocorrer na transcrigéo,

no processamento e traducdo do mRNA e, possivelmente, na funcéo proteica.

Além disso, posteriormente ao referido no paragrafo acima, poderiam
desenvolver-se modelos animais com ambos os lados do estriado com a forma da
ATAXINA-2 mutada, como também com a ATAXINA-2 mutada no cerebelo, de modo

a complementar o estudo com a anélise comportamental.
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8. Anexos:

Estriado Esquerdo Estriado Direito

18 meses nao injetado

Figura 8.1. - Imagens de microscopia representativas de marcacdo DARPP-32 nos animais
idosos néo injetados, usando 18 secc¢des coronais de estriado por animal (n=3 animais idosos
nao injetados). Nao se observou perda de imunoreatividade do anticorpo anti-DARPP-32 no
estriado esquerdo e direito dos animais idosos ndo injetados.

Alexa 488 Sobreposicdo

18 meses ndo injetado

ojlax(] operusyg oplonbsg opernsg

Figura 8.2. - Imagens representativas de microscopia para a marcacdo imunohistoquimica do
GFAP nos animais idosos néo injetados, utilizando 6 sec¢Oes coronais de estriado por animal
(n=3 murganhos idosos ndo injetados). Os animais idosos néo injetados ndo apresentam evidente
marcacao de GFAP.

81



Alexa 594 Sobreposicao

opranbsg opernsg

18 meses ndo injetado

2oum

OJIxII(] opeLusyq

Figura 8.3. - Imagens representativas de microscopia para a marcacao imunohistoquimica do
Ibal nos animais idosos néo injetados, utilizando 6 seccBes coronais de estriado por animal (n=3
murganhos idosos ndo injetados). Os animais idosos ndo injetados ndo apresentam evidente
marcacao de Ibal.
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