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RESUMO

As doengas de poliglutaminas s&o um grupo de nove doencas neurodegenerativas raras
causadas por uma expansao anormal do trinucledtido CAG no gene causador, que codifica um
segmento de poliglutaminas expandido na respetiva proteina. Estas proteinas tendem a
agregar, formando agregados de proteina insollveis, que é uma caracteristica neuropatoldgica
das doencas de poliglutaminas. Os mecanismos moleculares da patogénese de doencas de
poliglutaminas ainda ndo sdo completamente compreendidos. Além disso, atualmente nao
estdo disponiveis opcdes terapéuticas para estas doencas raras, que parem ou atrasem a sua

progresséo e que infelizmente culmina com a morte dos doentes.

A regulacdo da expressao genética € um processo crucial através do qual as células
eucaridticas respondem e adaptam-se a diferentes estimulos. Quando os mRNAs sofrem
transcricdo, eles sdo sujeitos a alteracfes que controlam a traducéo e estabilidade do mRNA,
eventos que sao regulados por proteinas ligantes de RNA (RBPs). Os eventos de
processamento de RNA desempenham um papel fundamental na regulacdo do
desenvolvimento cerebral e funcionamento normal, o que significa que defeitos no
metabolismo do RNA podem levar a comprometimentos neuronais e sindpticos, que podem
acabar por desencadear patologias. Refletindo esta importancia, mais de 50% dos RBPs
conhecidos sdo expressos no cérebro, onde estdo envolvidos em diferentes processos como

splicing alternativo, transporte, localizacdo, estabilidade e traducdo de RNAs.

O nosso objetivo neste projeto foi estudar o impacto da sobreexpressdo de G3BP1
num modelo transgénico de doencas de poliglutaminas. Foi possivel verificar que o
cruzamento de murganhos heterozigoticos SCA3/MDJ com animais wild-type gera
murganhos transgénicos. Estudos in vivo revelaram que a sobrexpressdo de G3BP1 conduz a
melhoria do fenétipo motor e da neuropatologia de murganhos com SCA3/MJD. Em
conclusdo, estes resultados sugerem que a sobreexpressdo de G3BP1 apresenta um efeito
neuroprotetor. No entanto, sdo necessarios mais estudos para compreender 0 mecanismo

molecular responsavel por este efeito.

Palavras-chave: proteinas ligantes de RNA; granulos de stress; agregacao;

neurodegeneracdo; doencas de poliglutaminas.
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ABSTRACT

Polyglutamine (PolyQ) diseases are a group of nine rare neurodegenerative disorders
caused by an abnormal expansion of the trinucleotide CAG in the causative gene, which
encodes a PolyQ tract in their respective protein. These proteins carrying an abnormally
expanded PolyQ tract tend to aggregate, forming insoluble protein aggregates, which are a
key feature of PolyQ diseases. The molecular mechanisms underlying PolyQ diseases
pathogenesis are not yet fully understood. Moreover, currently there are no therapeutic
options available for these rare diseases stopping or delaying the disease progression, which

culminates with patient death.

The regulation of gene expression is a crucial process whereby eukaryotic cells
respond and adapt to different stimuli. Once mRNASs undergo transcription, they are subjected
to posttranscriptional changes controlling mRNA translation and stability, events that are
regulated by the RNA-binding proteins (RBPs). The RNA processing events play a major role
in the regulation of brain development and normal functioning, meaning that defects in RNA
metabolism could lead to neuronal and synaptic impairments, which ultimately might lead to
disease. Reflecting this importance, more than 50% of known RBPs are expressed in the brain,
where they are involved in different processes such as alternative splicing, transport,

localization, and stability and translation of RNAs.

Our goal in this project was to study the impact of the overexpression of G3BP1 in a
transgenic mouse model of PolyQ diseases. It was possible to verify that the crossing of
heterozygotic SCA3/MJD mice with wild-type animals generates transgenic mice. In vivo
studies revealed that the G3BP1 overexpression can ameliorate the motor phenotype and
neuropathology in SCA3/MJD mice. In conclusion, these results suggest that G3BP1
overexpression displays a neuroprotective effect. Although, further studies are required to

fully understand the molecular mechanism of action responsible for this effect.

Keywords: RNA binding proteins; stress granules; aggregation; neurodegeneration;

polyglutamine diseases.
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1. INTRODUCAO
1.1 - Neurodegeneracao e agregagao

De uma forma geral as doencas neurodegenerativas estdo ligadas ao envelhecimento,
afetando o sistema nervoso central e 0s seus neurdnios, como na doenga de Alzheimer, na
esclerose lateral amiotréfica, na deméncia frontotemporal, na doenca de Parkinson ou na
doenca de Huntington. Estas patologias apresentam caracteristicas e sintomas muito diversos,
mas todas elas demonstram a acumulacdo de proteinas defeituosas (mal conformadas) nas

regides afetadas do cérebro (Forman et al., 2004).

O modelo classico de agregacdo proteica patoldgica das doencas neurodegenerativas
baseia-se na acdo de massas e minimizacdo de energia (Jarrett & Lansbury, 1993; Dobson,
2003). Segundo este modelo (Figura 1.1), as proteinas ficam suscetiveis a agregacédo,
inicialmente como mondmeros, adquirindo uma conformacéo defeituosa, dando origem a uma
oligomerizacdo aleatéria que culmina na formacdo de fibrilhas. Esta agregacdo proteica
ocorre como uma reagdo quimica indesejada, uma vez que 0s seus produtos causam
toxicidade, que pode conduzir a morte celular e inflamagéo. A diminui¢do da acumulacéo de
oligbmeros e fibrilhas é promovida pela degradacdo dos mesmos por acdo de multiplas
proteinas chaperonas, assim como por acdo do sistema autofagico e da ubiquitina-proteasoma
(Bandyopadhyay & Cuervo, 2007; Powers et al., 2009).

mondémero oligémeros fibrilas
proteina nativa mal-conformado

% — ; - &

autofagia

proteassoma citotoxicidad€

Figura 1.1 — Modelo cléssico de agregacgdo patoldgica de proteinas. As proteinas ligadas a doengas
neurodegenerativas sdo alvo da oligomerizacdo de mondmeros que sofrem uma transicdo
conformacional para estruturas fibrilhares. As proteinas chaperonas, a via autofagica ou o sistema
ubiquitina-proteasoma podem limitar este processo, evitando a toxicidade celular. Adaptado de (Y
Nagai et al., 2007)



Durante muitos anos, pensou-se que 0s processos patoldgicos que levam a acumulacao
de agregados em doencgas neuroldgicas resultavam principalmente da agregacdo ndo-
fisioldgica de proteinas. Do mesmo modo, presumiu-se que estas acumulavam-se devido a
deficiéncias progressivas ligadas ao envelhecimento, nomeadamente a uma disfuncdo dos
sistemas proteostaticos, como a via autofagica e o sistema da ubiquitina-proteasoma. No
entanto, nos Ultimos anos, este tema tem sido revolucionado pela caracterizacdo bioldgica da
resposta do metabolismo de RNA ao stress. Esta resposta ao stress aparenta ter um papel
importante na patofisiologia das doencas neurodegenerativas, particularmente na esclerose
lateral amiotrofica, deméncias frontotemporais e doenca de Alzheimer (Shukla & Parker,
2016; Vanderweyde et al., 2016).

1.1.1 - Doencas de Poliglutaminas

Diversas doencas neurodegenerativas sdo causadas por repeticdes anormais de
aminoacidos em determinadas proteinas que, de outra forma, nomeadamente na sua funcgéo
néo estdo relacionadas (Zoghbi & Orr, 2000). Quando estas repeticdes sdo expandidas para
além de um limite critico ddo origem a diversas doencas, destacando-se as doencas de
poliglutaminas, que sdo causadas por repeticdes consecutivas do trinucledtido citosina-
adenina-guanina (CAG) na regido codificadora dos genes causadores das doencas (Cummings
& Zoghbi, 2000). O grupo de doencas de poliglutaminas é formado por, pelo menos, nove
patologias: doencga de Huntington, atrofia dentatorubro-palidoluisiana, atrofia muscular bulbo-
espinhal e varias ataxias espinocerebelosas (SCAS), dos tipos 1, 2, 3, 6, 7 e 17 (Zoghbi & Orr,
2000).

Estas patologias apresentam algumas semelhancas, incluindo uma neurodegeneracao
progressiva num conjunto de neuronios especifico para cada doenca, assim como a presenca
de agregados de proteinas insollveis (NObrega et al., 2015). Atualmente sabe-se que a
expansao de cadeias de poliglutaminas em cada uma das proteinas associadas a estas doencas
neurodegenerativas altera a conformacdo das proteinas desencadeando a sua agregacao
patoldgica (Shao & Diamond, 2007). No entanto, ainda existem ddvidas acerca do mecanismo
que origina a vulnerabilidade neuronal em cada doenga. As alteragdes da funcdo normal da
proteina mutada e o ganho de fungéo tdxica sdo fatores que podem estar interligados para

tentar dar uma resposta a estas duvidas.



Diversas hipdteses para 0 mecanismo patologico das doencas de poliglutaminas
incluem a perturbacdo na regulacdo molecular da expressdo genética a nivel transcripcional,
atribuida as proteinas mutadas; assim como o0 empacotamento incorreto, acumulacdo e
agregacdo das proteinas expandidas, que perturbam o equilibrio de RNA e a homeostasia
proteica (Shao & Diamond, 2007; Matos et al., 2019). O papel dos agregados na patologia
molecular das doencas de poliglutaminas é um aspeto controverso, mas diversos estudos
sugeriram que contribui para a patogénese destas doencas (Paulson et al., 1997; Bichelmeier
et al., 2007) através de alteracGes da transcricdo (McCampbell et al., 2000; F Li et al., 2002)
ou perturbacdo da funcdo e organizagdo nuclear (Sun et al., 2007). No entanto, existem
evidéncias contraditérias a esta ideia, que indicam que os agregados proteicos podem

representar uma resposta celular protetora (Taylor et al., 2003; Arrasate et al., 2004).

1.1.1.1 - Ataxia Espinocerebelosa do tipo 3 / Doenca de Machado-Joseph

A ataxia espinocerebelosa do tipo 3 (SCA3), também conhecida como doenca de
Machado-Joseph, € uma doenga neurodegenerativa hereditaria autossomica dominante
progressiva (Durr et al., 1996). Esta patologia € a segunda doenca de poliglutaminas mais
comum (Ndébrega et al., 2015), mas € a ataxia espinocerebelosa autossomica dominante mais
comum no mundo (Durr et al., 1996; Schols et al., 2004; Riess et al., 2008). A sua frequéncia
relativa é mais alta em paises como o Brasil (Jardim et al., 2001), Portugal (Silveira et al.,
1998; Vale et al., 2010) ou Japédo (Maruyama et al., 2002; Shibata-Hamaguchi et al., 2009),
mas também em paises como o Canada (Kraft et al., 2005), EUA (Moseley et al., 1998) ou
Australia (Storey et al., 2000). No entanto, a SCA3/MJD apresenta maior prevaléncia a nivel
mundial nos Acores, com cerca de 1: 140 doentes na ilha de Flores (Sudarsky & Coutinho,
1995).

A SCA3/MJD é causada por uma expansdo anormal de repeticdes CAGs na zona
codificadora do gene ATXN3/MJD1 localizado no cromossoma 14g32.1, que origina numa
cadeia expandida de poliglutaminas na regido codificante da proteina Ataxina-3 (Atx3)
(Takiyama et al., 1993; Kawaguchi et al., 1994). A Ataxina-3 é uma enzima desubiquitinante
envolvida na proteolise mediada pela ubiquitina (Doss-Pepe et al., 2003), com implica¢Ges na
regulacdo da traducdo, do citoesqueleto e do transporte vesicular (Weissman, 2001;
Mazzucchelli et al., 2009; Rodrigues et al., 2010). A Ataxina-3 mutante pode conter na sua



sequéncia 55-84 glutaminas consecutivas, em contraste com a proteina normal que tem 10-51
glutaminas (Maciel et al., 2001) (Figura 1.2).
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Figura 1.2 — Dominios estruturais da proteina Ataxina-3. A Ataxina-3 tem um dominio catalitico
(Josephin) no terminal-N (com os aminoécidos C, H e N), responsavel pela sua atividade de
isopeptidase, e 2 sinais de exporte nuclear (NES). No terminal-C, tem 3 motivos de interacdo com a
ubiquitina (UIMs), um sinal de localizacdo nuclear (NLS) e uma regido rica em poliglutaminas. Esta

representada a amplitude da cadeia de poliglutaminas desde o estado normal até a condic¢éo patologica.
Adaptado de (Evers et al., 2014).

Apesar da causa genética da SCA3/MJD estar claramente definida, os mecanismos
neurodegenerativos que estdo subjacentes a doenca ainda ndo estdo completamente
compreendidos. Admite-se que expansdo de poliglutaminas confere um ganho de funcéo
toxica a Ataxina-3 expandida, levando a formacdo de inclusbes neuronais intranucleares,
assim como a disfungdo e degeneracdo neuronal observadas (Schmidt et al., 1998; Schols et
al.,, 2004; Orr & Zoghbi, 2007). Esta neurodegeneracdo envolve o comprometimento
estrutural e funcional de diversas zonas cerebrais, incluindo o nucleo dentado (no cerebelo),
nacleos da ponte, o estriado, a substantia nigra, os nucleos do nervo motor cranial, mas
também a espinal medula (Sudarsky & Coutinho, 1995; Durr et al., 1996; Maciel et al., 2001).

A principal caracteristica clinica da SCA3/MJD ¢é a ataxia progressiva, uma disfuncédo
da coordenacgdo motora que pode afetar a visdo, o discurso, a marcha e o equilibrio (Sudarsky
& Coutinho, 1995; Riess et al., 2008), apesar de a doenca ser também caracterizada por varios
sinais piramidais associados a uma sindrome extrapiramidal distonica-rigida e/ou amiotrofia
(Fowler, 1984; Durr et al., 1996; Schdls et al., 2004). Assim, a SCA3/MJD ¢ caracterizada por
um amplo espectro de sintomas incluindo ataxia, instabilidade postural, rigidez, distonia,
amiotrofia, deficiéncias oculomotoras, disartria (Takiyama et al., 1993; Sudarsky & Coutinho,
1995; Riess et al., 2008) e, nalguns casos, parkinsonismo (Gwinn-Hardy et al., 2001;
Subramony et al., 2002; Lu et al., 2004). O perfil da doenca inclui ainda disfagia e perda de
peso levando, em casos graves, a morte prematura (Fowler, 1984; Sudarsky & Coutinho,



1995; Durr et al., 1996). No entanto, mesmo com 0s importantes avangos feitos nos ultimos

anos, ainda nédo existem tratamentos para esta patologia.

A enorme variedade de fendtipos clinicos existente realca a heterogeneidade desta
doenga, o que levou ao reconhecimento de diferentes subtipos de SCA3/MJD, tendo em conta
a apresentacdo dos sintomas (Durr et al., 1996; Maciel et al., 2001; Riess et al., 2008): doenca
de inicio precoce com sinais extrapiramidais e espasticidade mas ataxia minima; ataxia
progressiva na meia-idade; ataxia de inicio tardio acompanhada por neuropatia, amiotrofia e
perda de reflexos; e parkinsonismo com ou sem ataxia (Riess et al., 2008). Esta variabilidade
nas caracteristicas patoldgicas pode, também, ser parcialmente atribuida a diferengas no
tamanho das expansdes de repeticdes de poliglutaminas. Sendo que, maiores expansoes
originam sintomas neuroldgicos mais precoces e mais severos (Durr et al., 1996; Zoghbi &
Orr, 2000; Maciel et al., 2001; Riess et al., 2008).

A SCA3/MJD tem diversos aspetos em comum com outras doencas de poliglutaminas,
incluindo a toxicidade celular associada a expansdo do gene ATXN3/MJD1 que resulta na
expressdo da Ataxina-3 expandida, sendo que recentemente tem sido descrita a hipdtese de
que os mRNAs expandidos podem ser tdxicos por si proprios (Evers et al., 2014). Mas além
disso os agregados de Ataxina-3 expandida e outras espécies formadas ao longo do processo
de patogénese perturbam também o correto funcionamento celular (Shao & Diamond, 2007)
(Figura 1.3). Estas alteracBes afetam varios sistemas, incluindo vias de degradagdo proteica,
regulacdo de transcricdo genética, resposta celular ao stress, organizacdo do citoesqueleto,
mitocondria e componentes responsaveis pela manutencdo da homeostasia do célcio (Shao &
Diamond, 2007). As propriedades da Ataxina-3 podem também estar alteradas por
modificacfes pos-transducionais, tais como o processamento proteolitico ou fosforilagdo que,
por sua vez, modulam a toxicidade da proteina (Matos et al., 2016).
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Figura 1.3 — Mecanismo da patogénese celular na SCA3/MJD. A expansdao anormal de
poliglutaminas nas proteinas mutantes da Ataxina-3 conduz a uma cascata de eventos, incluindo a
disfuncdo de diferentes vias celulares, resultando em morte neuronal. Para além da toxicidade
associada a segmentos de poliglutaminas expandidos, os respetivos mRNAs podem estar envolvidos
na patogénese da doenga. (Evers et al., 2014)

A Ataxina-3 é uma proteina preferencialmente citoplasmatica, cuja expressdo foi
detetada praticamente em todas as regides do cérebro (Paulson et al., 1997; Schmidt et al.,
1998). No entanto, a expansdo da cadeia de poliglutaminas despoleta alteracfes
conformacionais, que impedem o correto empacotamento da proteina (Masino et al., 2003; Y
Nagai et al., 2007). Em situacOes de stress celular, como o observado na SCA3/MJD, estas
alteracbes causam agregacdo de proteinas mutadas e a sua acumulagdo no nucleo em zonas
neuronais especificas (Paulson et al., 1997). Esta realocacao nuclear parece contribuir para a
toxicidade da Ataxina-3 expandida (Bichelmeier et al., 2007), mas continua pouco claro como
€ que a presenca no nucleo contribui para este efeito. De facto, diversos estudos in vitro e in
Vivo sugerem que esta agregacdo € necessaria para que se dé a disfuncdo e degeneragédo
associadas a doenca (Bichelmeier et al., 2007; Y Nagai et al., 2007). Mesmo assim, néo
existe uma correlacdo clara entre a presenca de agregados e a neurodegeneracdo, parecendo
que estes ndo sdo suficientes para causar degeneracdo (Trottier et al., 1998; Warrick et al.,
1998; Boy et al., 2010; Silva-Fernandes et al., 2010).
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Nos ultimos anos, diversos estudos identificaram diferentes mecanismos moleculares e
vias celulares que estdo desreguladas na SCA3/MJD. Entre estes destacam-se processos de
autofagia, protedlise e modificagbes pods-traducdo. A partir destes estudos foi possivel
identificar novos alvos terapéuticos, tendo alguns ja sido comprovadamente bem-sucedidos

em modelos de doenca (Matos et al., 2019).

1.2 - Granulos de RNA

Os granulos de RNA, ou granulos de ribonucleoproteinas (RNPs), sdo complexos
macromoleculares que contém proteinas ligantes de RNA (RBPs), maquinaria translacional e
diversos mRNAs, que se formam em resposta a sinais extra e intracelulares (Krichevsky &
Kosik, 2001). Estes granulos partilham componentes proteicos comuns, mas cada tipo de
granulo de RNA contém uma populacdo distinta de proteinas e desempenha funcGes
diferentes. A classificagdo dos granulos de RNA varia de acordo com a sua localizagéo,
composicdo e funcbes propostas, englobando granulos de stress (stress granules em inglés,
SGs), corpos de processamento (processing bodies em inglés, PBs), entre outros (resumido na
Tabela 1.1).

Tabela 1.1 — Classificacdo de granulos de RNA citoplasmaticos

Tipo de granulo ~ A
de RNA Funcoes Referéncia

(Anderson & Kedersha,

2008; Nancy Kedersha &
Anderson, 2009)

Resposta ao stress em mamiferos; reprogramacéo

Grénulos de stress (SG) da tradugo de RNA

Corpos de x
processamento (PBs) Degradacdo de RNA (N. Kedersha et al., 2005)
Grénulos de RNA Transporte de transcritos reprimidos para a (Krichevsky & Kosik,
neuronais sinapse dos neuronios 2001)
A Armazenamento de mMRNAs num estado de (R Parker & Sheth, 2007;
Granulos de . .
repressdo; encaminhamento de mRNAs para Nancy Kedersha &
armazenamento T N CL
ativacdo, repressdo ou inibicdo Anderson, 2009)
Grénulos Qe_pendentes Sln_te_se protgu/:a c_JIepende_nte d? auwdadg;_ (Hoeffer & Klann, 2010)
da atividade plasticidade sinaptica, habituacdo e memoria



Para além dos granulos citoplasmaticos, os granulos podem ser encontrados no nucleo,
sendo os mais bem caracterizados os nucléolos (Savino et al., 2001), os corpos de Cajal
(Nizami et al., 2010), os agregados granulares inter-cromatinicos (speckles) (Spector &
Lamond, 2011), paraspeckles (Bond & Fox, 2009), corpos PML (do inglés, promyelocytic
leukaemia) (Bernardi & Pandolfi, 2007). Os SGs, apesar de maioritariamente citoplasmaticos,
também se podem formar no nucleo, onde sdo chamados de corpos de stress nucleares, tendo

também ja sido descritos em organelos celulares (Uniacke & Zerges, 2008).

1.2.1 - Gréanulos de stress

Os SGs sdo um tipo de granulo de RNA que surge em resposta a diferentes condigdes
de stress (Pothof et al., 2009; Souquere et al., 2009; Ghisolfi et al., 2012). Os SGs foram
inicialmente descritos em células de tomate expostas a choque térmico (Nover et al., 1983),
mas também se verificou a sua existéncia noutras plantas, protozoarios, leveduras, C. elegans,
drosdfila e células de mamiferos (Thomas et al., 2011; Gutierrez-Beltran et al., 2015). Estes
granulos também foram estudados em varios modelos, desde linhas de células imortalizadas
até células primérias, tecidos animais e amostras de doentes (Brown et al., 2011,
Vanderweyde et al., 2012; Ghosh & Geahlen, 2015).

O termo “granulo de stress”, historicamente, era usado para descrever particulas
citoplasmaticas que contétm mRNAs poli-adenilados, proteina de ligacdo a poli(A) (PABP) e
antigénios intracelulares de células T1 (TIAL1) (NL Kedersha et al., 1999; N. Kedersha et al.,
2000). Mais recentemente, uma analise composicional dos SGs mais ampla revelou que 0s
componentes essenciais dos SGs sdo complexos de RNPs mensageiras (mRNPs), incluindo
complexos de pré-iniciacdo (PICs) com traducdo bloqueada, que consistem em subunidades
ribossomais pequenas (40S), mRNAs e fatores de iniciacdo de traducdo (N. Kedersha et al.,
2002; Markmiller et al., 2018). No entanto, atualmente sabe-se que 0s principais componentes
dos SGs sdo RBPs e mRNAs ndo-polissomais, que interagem entre si para formar estruturas
micrometricas através de interacfes multivalentes, responsaveis pelas suas propriedades
semelhantes a liquidos (Nunes et al., 2019). Os SGs sdo compartimentos fribrilo-granulares
irregularmente moldados produzidos transientemente (Mahboubi & Stochaj, 2017). O seu
tamanho pode variar entre 100 a 1000nm de didmetro nas células de mamiferos, mas
apresentam tipicamente 200 a 400 nm (Wolozin & lvanov, 2019).



Durante o envelhecimento, 0s neurdénios sdo expostos a um nivel aumentado de stress
oxidativo e de outros tipos (Vanderweyde et al., 2013). Desta forma, com a idade, da-se um
aumento da expressao de genes envolvidos na resposta celular ao stress no cérebro, enquanto
esta diminui para a maioria dos restantes genes (Bishop et al., 2010). A resposta celular ¢é
executada por SGs (Anderson & Kedersha, 2002), cuja dindmica, composi¢do e tamanho
dependem do tipo de stress e da respetiva intensidade e duracdo (Buchan et al., 2011; Thomas
et al., 2011; Aulas & Vande Velde, 2015; Aulas et al., 2017). Para além disso, podem ocorrer
transformacdes destes SGs com a progressdo da resposta (Thomas et al., 2011) (Vanderweyde
et al., 2013). Em estudos nos quais se impede a maturacdo dos SGs por agentes inibidores dos
microtubulos é evidenciada a incorporagdo sequencial de componentes (Fujimura et al., 2009;
Kolobova et al., 2009). Por sua vez, 0os SGs induzidos por virus podem demonstrar uma
alteracdo progressiva na composicao como consequéncia da atividade viral (Piotrowska et al.,
2010). Para além disso, os SGs incorporam PBs ou componentes destes numa fase tardia
(Thomas et al., 2009).

1.2.1.1 - Fungdes dos granulos de stress

As células eucariotas respondem a condi¢Ges prejudiciais ativando um conjunto de
mecanismos conservados que tém como propdsito reestabelecer a homeostasia celular. A
resposta ao stress envolve a repressdo traducional de proteinas ndo-housekeeping e o
aprisionamento de transcritos de mRNA ndo relevantes para a resposta ao stress nos SGs
(Anderson & Kedersha, 2008; Protter & Parker, 2016). A inibicdo de traducdo permite poupar

energia e responder ao dano induzido por stress (N. Kedersha & Anderson, 2002).

Diversos estudos demonstraram que os SGs recrutam proteinas que estdo envolvidas
em vias de sinalizacdo que influenciam o metabolismo e sobrevivéncia celulares (W Li et al.,
2004; WJ Kim et al., 2005). Durante esta resposta ao stress, ocorrem mudancas na traducao
para gerar proteinas com fungdo protetora de forma rapida (N. Kedersha et al., 2000). O
padréo exato de traducdo ou degradacdo depende do stress aplicado (Munchel et al., 2011).
As alteracdes da traducdo, por sua vez, ativam vias bioquimicas especificas e influenciam o

local de formagéo dos SGs, bem como o padrdo de aprisionamento do RNA (Wolozin, 2012).

A triagem de mRNAs é uma funcdo essencial dos SGs (N. Kedersha & Anderson,

2002), que selecionam de forma dindmica mRNAs para reiniciagdo, armazenamento ou



degradacdo, podendo ser necessaria para a traducdo de mRNAs anti-apoptoticos, como
respostas a situacOes de stress (N. Kedersha et al., 2013). Do mesmo modo, a reprogramacéo
da expressdo proteica induzida por stress também inclui a estabilizacdo ou destabilizacdo de
certos mRNAs. Assim, a reprogramacdo pos-transcricional da traducdo de mMRNAS

reconfigura o proteoma durante condigdes adversas (Anderson & Kedersha, 2008).

E, assim, claro o papel dos SGs como pontos de sinalizagdo transiente que regulam a
resposta a uma variedade de estimulos (Souquere et al., 2009; Ghisolfi et al., 2012). A
formagédo de SGs tem grandes vantagens para a fisiologia celular, como a minimizagédo do
consumo de energia, o controlo proteico e melhoria da sobrevivéncia celular em condicdes
prejudiciais (Arimoto et al., 2008; Panas et al., 2016).

1.2.1.2 - Formagcao de granulos de stress

O contexto celular é importante na formacdo de SGs, uma vez que influencia a
composigdo e funcdo destes. As condic¢des indutoras de SGs incluem a privagdo de nutrientes,
choque térmico, inibicdo do proteassoma, bem como stress oxidativo, osmotico e genotoxico,
como a radiacdo ultravioleta (UV) (Pothof et al., 2009; Thomas et al., 2011; N. Kedersha et
al., 2013). A resposta ao stress nas células eucaridticas envolve a ativagdo de mecanismos de
defesa que podem promover a sobrevivéncia celular ou iniciar a apoptose, 0 que também
depende do tipo de stress aplicado (Tabela 1.2). Os SGs formam-se como mecanismo de
defesa anti-apoptético, por exemplo, apOs tratamento com stress de choque térmico ou
arsenito de sodio, que causam multiplos tipos de stress, como o stress oxidativo (NL
Kedersha et al., 1999).

Tabela 1.2 — Resposta celular a diferentes tipos de stress
Agentes anti-apoptéticos

Hipoxia Chogue térmico Stress oxidativo
P b (Arsenito de sodio)

Agentes apoptdticos
Farmacos
quimioterapéutico
(ex.: etoposido)

Raios-X e Genotoxinas Peréxido de Stress osmotico
irradiacdo UV (ex.: MMYS) hidrogénio (H,0,) (ex.: sorbitol)

Abreviaturas: UV, ultravioleta; MMS, Metilmetanossulfonato. Baseado em (Arimoto et al., 2008)
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A formacéo de SGs é caracterizada por uma agregacdo proteica regulada e reversivel,
que contrasta com a formacdo de vesiculas, o principal mecanismo de consolidacdo de
moléculas (NL Kedersha et al., 1999). Uma vez que os SGs se dissolvem rapidamente apos a
remocao do stress, pensa-se que estes servem como locais temporarios de armazenamento e
triagem de mMRNA (Anderson & Kedersha, 2008). De facto, os SGs formam-se entre minutos
a horas em resposta ao stress e desaparecem de forma igualmente rapida (NL Kedersha et al.,
1999). A natureza dindmica dos SGs depende do equilibrio entre 0s seus componentes e 0

citoplasma.

Os SGs estdo em equilibrio dindmico com os polissomas (N. Kedersha et al., 2000),
gue sdo agrupamentos de ribossomas citoplasmaticos com traducdo ativa. Em resposta ao
stress, 0s polissomas sdo desassociados, causando um aumento do pool de mRNPs néo-
traduzidos, o que favorece a formacdo de SGs (N. Kedersha et al., 2000). Por sua vez, o
aumento de mRNPs associados a polissomas desfavorece a formacéo de SGs (N. Kedersha et
al., 2000). A formacdo de SGs esta fortemente ligada ao estado da traducédo da célula, o que os

distingue dos restantes granulos de RNA (Wolozin & lvanov, 2019).

A formacdo de SGs é um processo com varias etapas (Wheeler et al., 2016), recebendo
sinais de diversos processos celulares, incluindo a traducdo, a dindmica do citoesqueleto e o
transporte nucleo-citoplasma (Rajgor & Shanahan, 2014; Protter & Parker, 2016). Este
processo pode ser iniciado por multiplas vias, sendo tipicamente induzido pela repressdo da
traducdo de proteinas (Thomas et al., 2011). A iniciagdo da traducdo é principalmente
regulada por duas vias de sinalizacdo, que também regulam a dindmica dos polissomas e SGs.
Uma delas ¢ dependente da fosforilagdo do fator de iniciacdo eucariotico 2a (elF2a) e outra
depende da formacdo do complexo do fator de iniciacdo eucariético 4F (elF4F) (Thomas et al.,
2011). No entanto, a grande variedade de diferentes tipos de stress e de células, sugere a
existéncia de uma rede muito mais vasta de vias de sinalizacdo que regulam a sintese proteica

e dindmica entre SGs e polissomas.

1.2.1.2.1 - Formacdo canonica de granulos de stress

A maioria das condi¢fes ou compostos que induzem a formacgdo de SGs impedem a
iniciagdo da traducdo (Reineke et al., 2012). A formagdo canonica de SGs depende da
fosforilagdo de elF20, que ¢ induzida pela fosforilagdo de quinases serina/treonina,

especificas para diferentes tipos de stress (Wek et al., 2006). Isto conduz & desassociacdo dos
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polissomas e consequente acumulagdo de complexos de inicia¢do bloqueados na tradugéo (N.
Kedersha et al., 2002). Estes sdo chamados de complexos de pré-iniciacdo (PICs) (Wheeler et
al., 2016) que recrutam RBPs e mRNAs para 0s SGs (NL Kedersha et al., 1999; McDonald et

al., 2011) (Figura 1.4).
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Figura 1.4 — Formacao de granulos de stress. Em situagfes normais, o complexo de pré-iniciagdo
elF4F interage com a subunidade 40S e a sintese proteica comega com a associacao deste ao complexo
60S. Em caso de stress, da-se a fosforilagao da elF2a ou a inibicdo da formagdo do complexo elF4F.
Isto leva & inibicdo da traducdo, que promove a desassociagao dos polissomas e surgimento de PICs. A
formacdo de SGs comeca com o recrutamento de RBPs nucleadoras (ex.: G3BP1 e TIAL), que se
associam aos transcritos de RNA. Estas RBPs acabam por estabelecer ligagdes com mRNA e outras
RBPs secundarias (ex.: TDP43 e FUS), aumentando a complexidade destes granulos. Baseado em

(Wolozin, 2012).

O stress induz a translocacdo de muitas RBPs do nucleo dos neurdnios, onde se
encontram na maior parte do cérebro normal (Apicco et al., 2018), para o citoplasma (N.
Kedersha et al., 2000). Durante situacfes de stress, 0 MRNA permanece ligado ao complexo
de pré-iniciacdo (PICs), ligado a elF3, poli(A) e a RBPs nucleadoras (N. Kedersha et al.,
2000). Esta familia de RBPs contém dominios tipo-prido e dominios ricos em poliglicina, que
conferem a capacidade de se agregar reversivelmente (Gilks et al., 2004). As proteinas
nucleadoras dos SGs incluem a proteina ligante da proteina ativadora da RasGTPase (G3BP1),
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a tristetraprolina (TTP), antigénio intracelular de células T1 (TIAL), a proteina tipo-TIA
(TIAR), a proteina do atraso mental do X fragil (FMRP), a proteina de ligacdo ao elemento de
poliadenilacdo citoplasmatica (CPEB), a proteina de sobrevivéncia do neuronio motor (SMN),
a proteina de ligacdo a poli(A) (PABP), entre outras (N. Kedersha et al., 2000; Mazroui et al.,
2002; Tourriere et al., 2003; Stoecklin et al., 2004). As RBPs nucleadoras sdo necessarias a
condensagdo de PICs em SGs e atuam ao ligar-se diretamente a outros mRNAs e/ou
interagindo com a maquinaria de traducdo (N. Kedersha et al., 2016; Lastres-Becker et al.,
2016). Outras RBPs desempenham papéis secundarios ao estabelecerem ligacdo com mRNAS

especificos, permitindo interacGes com os alvos de mRNA.

A formacdo de SGs é um processo reversivel que implica interacdes que envolvem
moléculas de RNA e proteinas. As interacdes essenciais que regulam a formacdo de SGs e
respetiva persisténcia podem ser divididas em trés classes. A primeira é a representada pelas
interacOes estaveis e especificas proteina-proteina, ocorrendo entre dominios globulares que
reconhecem parceiros de interacdo (Mittag & Parker, 2018). A segunda representa interacdes
ndo-especificas e menos estaveis, que ocorrem normalmente entre dominios intrinsecamente
desordenados (IDDs) de proteinas (Protter & Parker, 2016). Finalmente, as interagdes RNA-
RNA resultam de sequéncias de mRNA expostos apos a paragem da traducdo (Van Treeck &
Parker, 2018). Todas estas interacdes sdo importantes para a estrutura e funcdo dos SGs, mas

podem depender do tipo e duracao do stress.

As interagdes ndo-especificas sdo mediadas por RBPs (N. Kedersha et al., 2013; Lin et
al.,, 2015; Protter & Parker, 2016) e permitem formar uma estrutura que facilita o
recrutamento de outras proteinas (Gilks et al., 2004; Buchan, 2014). A nucleacdo primaria de
SGs envolve RBPs que se agregam no citoplasma (Bounedjah et al., 2014), através da sua
ligagdo com mRNAs expostos (N. Kedersha et al., 2000). Séo as suas sequéncias de baixa
complexidade (LCDs) e dominios intrinsecamente desordenados (IDDs) (Kato et al., 2012;
Lin et al., 2015) que, através de interacBes electroestaticas, promovem a separacdo de fase
liquido-liquido (LLPS), que contribui para a formacdo de SGs (Lin et al., 2015; Protter &
Parker, 2016) (Figura 1.5). A LLPS € um processo fisico que ocorre numa solucdo de
proteinas muito concentrada na qual a proteina se separa espontaneamente em fases estaveis e
densas (Protter & Parker, 2016). A agregacgéo das RBPs relaciona-se com a capacidade destas
proteinas se ligarem a0 mMRNA, assim, a maior concentracdo de mRNA nos SGs comparada
com a do citoplasma promove a agregacao destas proteinas (Schwartz et al., 2013).
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Figura 1.5 — Separacdo de fase liquido-liquido. As RBPs que possuem LCDs podem sofrer uma
transicdo de um estado disperso para condensado. A maturacdo desta estrutura pode promover a
producdo de agregados fibrilares insoluveis. Diversos fatores influenciam a LLPS, incluindo PTMs,
mutagdes nas RBPs e concentracdo proteica. Adaptado de (Dobra et al., 2018)

Na agregacdo secundaria, os SGs que sdo inicialmente pequenos, aumentam em
tamanho & medida que as RBPs se consolidam, ligando-se entre si (N. Kedersha et al., 2000).
A agregacédo priméaria de RBPs com mRNAs bloqueados induz interagOes proteina-proteina e
a ligacdo cruzada de proteina-mRNA, como o recrutamento de outras RBPs e proteinas de
sinalizacdo por acdo da proteina de ligacdo poli(A) (PABP) (Anderson & Kedersha, 2008). As
RBPs nucleadoras podem formar hetero-oligdmeros como, por exemplo, G3BP1/TIAl
(Anderson & Kedersha, 2008). Para além destas, algumas proteinas ligadas a doencas
associam-se aos SGs a medida que estes se expandem, tais como a TDP-43 (transactive
response DNA binding protein 43 kDa), FUS (fused in sarcoma) e a Ataxina-2 (Atx2) (N.
Kedersha et al., 2000; Anderson & Kedersha, 2008). No entanto, os SGs maturam com 0
tempo para incluir microRNAs, proteinas de iniciacdo de traducdo e outras proteinas
regulatérias, como as quinases e GTPases (Thomas et al., 2011; N. Kedersha et al., 2013).
Ainda assim, estudos protedmicos e genéticos sugerem que s6 0s PICs e um numero limitado
de RBPs especificas sdo essenciais para a formacdo de “ntcleos” de SGs estaveis (Jain et al.,

2016; Wheeler et al., 2017).

Recentemente, varios estudos in vivo sugeriram que 0s SGs sdo constituidos por um
centro estavel rodeado por uma superficie mais dinamica (Wheeler et al., 2016). Pensa-se que
0s transcritos ndo-traduzidos possam atuar como plataformas que oligomerizam para formar o

“nacleo” dos SGs (Molliex et al., 2015; Jain et al., 2016). Uma vez estabelecido este “ntcleo”,
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podem ser recrutados mais moléculas nucleadoras que servem como plataforma para a
formagéo de estruturas periféricas dinamicas tipo “casca”, constituidas por outras proteinas e
MRNPs (Jain et al., 2016; Wheeler et al., 2016). Esta camada dinamica, favorece a troca de

constituintes entre SGs e o citoplasma circundante (Wheeler et al., 2016).

1.2.1.2.2 - Formagcao ndo-candnica de granulos de stress

A principal diferenca entre as vias de formacdo de SGs canonica e ndo-candnica é o
modo de inducdo. A formacdo ndo-canodnica de SGs pode depender da regulagcdo do complexo
do fator de iniciacdo eucariotico 4F (elF4F). Este complexo é um ponto de controlo do inicio
da traducdo, sendo composto pelos fatores de iniciacdo de traducdo elF4E, elF4G e elF4A (N.
Kedersha et al., 2002). Alteraces na composicao e atividade do complexo elF4F levam a
inibicdo da iniciacdo da traducdo e consequente formacdo de PICs, que recrutam RBPs,
resultando na formacao de SGs (N. Kedersha et al., 2013). A acéo de agentes de stress agudos,
como selenito ou peroxido de hidrogénio, induzem esta formacdo ndo-canonica de SGs
(Emara et al., 2012; Fujimura et al., 2012).

Tendo em conta a sua atividade nucleadora, a sobreexpressédo de G3BP1, TIAL, TTP
ou FMRP permite a formacdo de SGs, mesmo na auséncia de stress (Mazroui et al., 2002;
Tourriere et al., 2003; Gilks et al., 2004; Stoecklin et al., 2004). Os SGs também podem ser
gerados na auséncia, quer da fosforilacdo da elF2a, quer da inibi¢do da tradugéo, sobre a acédo
da radiacdo UV e de proteinas nucleadores dos SGs (Mazroui et al., 2002; Tourriere et al.,
2003; Gilks et al., 2004; Moutaoufik et al., 2014). De facto, quando sintetizadas em altas
concentracdes, muitas proteinas associadas aos SGs estabelecem interacdes mediadas pelos
seus LCDs e IDDs (N. Kedersha et al., 2013). Por exemplo, a sobreexpresséo de TIA1 conduz
a formacdo acrescida de agregados citoplasmaticos e recrutamento de granulos de RNA
(Gilks et al., 2004). A formacdo de SGs também pode ser promovida por processos de
oligomerizacgdo, como no caso da sobreexpressao de G3BP1 (Tourriere et al., 2003). Por outro
lado, sdo ainda necessarios estudos para que seja possivel melhor compreender o0 mecanismo

formagéo de SGs induzida pela radiacdo UV (Moutaoufik et al., 2014).
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1.2.1.3 - Formagéo hiperativa de granulos de stress

As mutacbes associadas a proteinas ligadas a doencas, nomeadamente expansdes
anormais repetidas, aumentam a tendéncia de agregacao, o que pode conduzir a uma formacéo
de SGs excessiva (Wolozin, 2012). Do mesmo modo, as condi¢cdes de stress ambientais e
patoldgicas cronicas podem levar a uma estimulagdo hiperativa da formacdo de SGs. Por
exemplo, o stress oxidativo associado ao envelhecimento, o stress trofico associado a diabetes
ou o stress fisico associado a encefalopatia traumatica cronica podem todos aumentar a
formacéo de SGs, criando as condicdes para uma agregacao patoldgica e irreversivel (Craft,
2009; Butterfield & Dalle-Donne, 2012; Goldstein et al., 2012).

Em culturas celulares, os SGs formam-se numa questdo de minutos quando estdo sob
um stress severo, desaparecendo 1-2 horas apds a remocdo do stress (NL Kedersha et al.,
1999). Assim, a resposta dos SGs é necessaria para lidar com stress transiente e desaparecer
rapidamente uma vez removido o stress (NL Kedersha et al., 1999). A degradacdo de SGs
pode, potencialmente, ocorrer por dissociacdo de IDDs, por encaminhamento de alguns
componentes para autofagossomas, expressdo aumentada ou ativacdo de chaperonas, via
ubiquitina-proteassoma ou, alternativamente, degradacé@o dos constituintes dos SGs (Buchan,
2014). De facto, sabe-se muito pouco sobre 0 mecanismo de disperséo de SGs, mas a sua
identificacdo é essencial no contexto das doencas neurodegenerativas, onde a formacdo de

SGs tem tendéncia a ser hiperativa.

1.2.1.4 - Modificacdes pds-traducdo e formacéao de granulos de stress

Diversos estudos conectam modificacdes pds-traducdo (Post Translational
Modifications em inglés, PTMs) a componentes particulares dos SGs ou a funcdes
especificamente ligadas a estes. A dindmica dos SGs ¢ altamente influenciada por maltiplas
PTMs, incluindo a deacetilacdo, a desmetilagdo da arginina, a poliADP-ribosilagdo, O-
glicosilagdo com N-acetil-glucosamina (O-GlcNac) e a fosforilagdo. Varias destas PTMs
ocorrem em proteinas nucleadoras de SGs, logo espera-se que influenciem a formac&o de SGs.
Por exemplo, a poliADP-ribosilacdo (Leung et al., 2011), desfosforilacdo (Tourriere et al.,
2003; Reineke et al., 2017) e desmetilagdo da proteina G3BP1 promovem a formacéo de SGs
(Tsai et al., 2016). Por sua vez, a TIA1 pode sofrer ADP-ribosilagéo e gerar SGs (Leung et al.,

2011), mas também pode ser oxidada e inibir a formacdo de SGs (Arimoto-Matsuzaki et al.,
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2016). Por outro lado, a modificacdo por O-GlcNac de proteinas ribossomais parece regular a
condensacédo de SGs (Ohn et al., 2008).

A fosforilacdo de G3BP1 (Figura 1.6), TTP ou FUS interfere na formacdo de SGs
(Tourriere et al., 2003; Reineke et al., 2017). Por exemplo, a FUS encontrada nos SGs no
contexto de doengas neuroldgicas pode estar fosforilada, ficando menos propensa a agregar
(Monahan et al., 2017). Estas alteracdes podem ser atribuidas, em parte, a prevencdo da
ligacdo de transportinas, que atuam como desagregases, mas também a inducédo da separagédo
de fase (Guo et al., 2018; Hofweber et al., 2018; Qamar et al., 2018). Por sua vez, a inibigéo
da fosforilacdo das proteinas TTP ou FUS impede o recrutamento das componentes dos SGs
(Kato et al., 2012; N. Kedersha et al., 2013).
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Figura 1.6 — Fosforilacdo de G3BP1. A fosforilacdo de G3BP1 inibe a sua capacidade de dimerizar,
0 que impede a formacao de granulos de stress. Adaptado de (Protter & Parker, 2016).

As PTMs presentes em proteinas que regulam a dindmica dos SGs, como a G3BP1 e a
FUS, concentram-se nos IDDs destas proteinas, podendo servir para despoletar a separacao de
fase dos SGs (Tsai et al., 2016; Reineke et al., 2017). De facto, recentemente foi demonstrado
que as PTMs controlam a separacao de fase de FUS por fosforilagdo e metilacdo (Monahan et
al., 2017; Qamar et al., 2018). Outro exemplo é fosforilacdo de Tau, que é um indicador de
doenca de Alzheimer e promove a agregacdo proteica e separacdo de fase in vitro
(Ambadipudi et al., 2017). A expressdo de Tau estd normalmente restrita ao axénio mas, em
caso de stress, esta proteina € fosforilada e passa para o corpo celular e dendrites, onde pode
interagir com RBPs e mRNAs (Stamer et al., 2002; Hoover et al., 2010). Esta proteina forma
oligdbmeros e fibrilhas toxicas, mas também tem a capacidade de acelerar a formacao de SGs
(Vanderweyde et al., 2016). Apesar da acetilacdo e ubiquitinagdo terem sido associadas a
regulacdo da dindmica dos SGs (Kwon et al., 2007; Marrone et al., 2018), ainda ndo foi

clarificado se estes efeitos sdo uma consequéncia de modificagdes de proteinas nucleadoras de
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SGs ou se séo a consequéncia indireta do stress celular. Apesar destes avancos, continua por
explorar, 0 mecanismo pelo qual as PTMs presentes nestas proteinas e outras presentes nas

RBPs influenciam a formacéo e o funcionamento dos SGs.

1.2.1.5 - Granulos de stress e neurodegeneracao

Como mencionado anteriormente, 0s SGs sdo estruturas transientes que se formam e
dispersam rapidamente em caso de stress agudo. Por sua vez, o stress cronico associado ao
envelhecimento leva a persisténcia de SGs, que podem servir de plataforma para a agregacgéo
de proteinas associadas a doencas (Wolozin, 2012; Vanderweyde et al., 2013). Os SGs
classicos sdo complexos com a tradugdo inativa, contendo mRNAs, RBPs e componentes
ribossomais; enquanto os SGs patolégicos sdo inclusdes que se acumulam em tecidos
patoldgicos que contém muitas das proteinas constituidas nestes granulos (Wolozin & Ivanov,
2019). A relacdo entre inclusbes patoldgicas que contém marcadores de SGs e a
funcionalidade dos SGs ndo foi ainda estudada. Mas, os defeitos na formacdo de SGs e
sensibilidade ao stress sd&o comuns numa variedade de patologias debilitantes, incluindo
cancro, doencgas neurodegenerativas, infecdes virais, doengas autoimunes, cataratas, glaucoma,
diabetes e isquémia cerebral (Merchant et al., 2009; Lachke et al., 2011; Buchan, 2014,
Anderson et al., 2015; Dash et al., 2016; ME Johnson et al., 2016; Shukla & Parker, 2016).

O sistema nervoso € especialmente suscetivel a episodios de stress, uma vez que 0
cérebro apresenta necessidades energéticas por volta dos 20% da energia total consumida pelo
corpo humano e o0s neurdnios tém um tempo de vida muito longo (Dobra et al., 2018). Assim,
varios estudos sugerem que a formacdo de SGs esteja associada a diversas doencas
neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer, a esclerose lateral amiotrofica, a deméncia
frontotemporal, a doenca de Huntington e as ataxias espinocerebelosas (Shukla & Parker,
2016; Vanderweyde et al., 2016). A neurodegeneracdo esta, muitas vezes, associada a uma
agregacdo desregulada que pode levar a formagdo de depdsitos de proteinas intra e
extracelularmente (Wolozin, 2014; Shukla & Parker, 2016). Uma agregacdo prolongada de
proteinas de SGs pode promover a formacdo de fibrilhas, que acabam por recrutar agregados
patologicos, causando alteracbes na comunicacdo e sobrevivéncia de células neuronais
(Vanderweyde et al., 2012; Ash et al., 2014).
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Tem também sido sugerida uma relacéo entre os SGs e as inclus@es citoplasmaticas de
proteinas, presentes em diversas doengas neurodegenerativas (Tabela 1.3). Por um lado, as
RBPs sdo integradas em granulos dinamicos formados maioritariamente por RNA e proteinas,
no citoplasma de células expostas a stress. Por outro lado, as mesmas proteinas formam
agregados que séo insollveis no citoplasma dos neurdnios de doentes que sofrem de certas
patologias neurodegenerativas. Para apoiar esta relacéo, ja foram testadas diversas abordagens
terapéuticas demonstrando que a inibicdo da acumulacdo de SGs protege contra a progressao
das doencas em modelos animais de doencas neurodegenerativas (HJ Kim et al., 2014;
Radford et al., 2015).

Tabela 1.3 — Semelhancas entre granulos de stress e inclusdes de proteinas mal-

conformadas

Granulos de stress Inclusdes patoldgicas

Formacao por dominios tipo-prido e Agregacao por dominios tipo-prido e

dominios RGG
Induzidos por agentes de stress

Induzidos por inibidores de proteassoma
ou autafagia

Agregacdo modelada por chaperonas

Contém proteinas O-glicosiladas

Dependente do microtubulo e dineina

Formado por proteinas ubiquitinadas

dominios contendo poliglicinas

Presentes em patologias que envolvem
stress do ER e/ou stress oxidativo

Dissolucéo pela via ubiquitina-
proteassoma ou autofagica

Agregacdo de proteinas mal-
conformadas modulada por chaperonas

Contém proteinas O-glicosiladas

Dependente do microtubulo e dineina

Constituido por proteinas ubiquitinadas

Abreviaturas: RGG, dominios ricos em glicina; ER, reticulo endoplasmatico. Adaptado de (Thomas et
al., 2011; Vanderweyde et al., 2013)

De facto, existem diversos aspetos dos SGs que se assemelham aos agressomas
(agregados volumosos de proteinas citoplasmaticas) e agregados de proteinas mal-
conformadas presentes em patologias neurodegenerativas. Estas semelhangas tornam

tentadora a especulacdo de que 0s SGs e 0s agregados proteicos intracelulares podem interagir.
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No entanto, o processo de agregacdo caracteristico dos RBPs difere dos modelos
convencionais de agregagdo proteica, uma vez que desempenham func¢des bioldgicas distintas,
para além de serem reversiveis. Por outro lado, os agressomas apresentam tendéncia a formar
inclusbes singulares e volumosas, que se originam no centro organizador do microtdbulo
(Johnston et al., 1998), enquanto que os SGs normalmente ocorrem em maltiplos complexos
difundidos pelo citoplasma (Panas et al., 2016). Ainda assim, pode existir uma relacdo entre
estas estruturas, porque quando os SGs se desassociam, 0s seus componentes podem ser
direcionados para agressomas para degradacdo ou servir para a formacdo de novos SGs apds

uma nova exposicao a stress (Dobra et al., 2018) (Figura 1.7).
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Figura 1.7 — Ciclo de formacgdo de SGs. A formagdo de agregados insolveis de RBPs, que contém
LCDs, envolve SGs e RNA. Em caso de exposicdo a stress, 0s polissomas séo dissociados e RNAs
poli-adenilados, pequenas subunidades ribossomais e RBPs séo incorporados nos SGs. A maturagdo
dos SGs pode levar a formacdo de centros densos constituidos por RBPs, possivelmente com uma
estrutura fibrilar. Quando os SGs sdo desagregados, 0s seus componentes podem ser encaminhados
para agressomas para degradacdo ou servir como plataformas para a formacdo de novos SGs.
Adaptado de (Dobra et al., 2018)

A importancia dos SGs para as doencgas neurodegenerativas torna-se evidente, porque
o0 processo de formacdo de SGs € um processo baseado na agregacao bioldgica, que pode ser
vulnerdvel a agregacdo de proteinas que se acumulam em doengas neurodegenerativas
(Wolozin, 2014; Shukla & Parker, 2016). A expressao de RBPs mutadas associadas a doencas

neurodegenerativas promove a agregacdo de SGs que, por sua vez, originam fibrilhas
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associadas a estas doencas (Molliex et al., 2015; Monahan et al., 2017; Guo et al., 2018). A
patofisiologia destas doencas pode surgir de uma vulnerabilidade intrinseca no metabolismo
de controlo de RNA por parte das RBPs, ao coalescerem em granulos que os tornam
propensos a agregacdo patoldgicas (Wolozin & Ivanov, 2019). Assim, a resposta ao stress
origina a formacéo de SGs transientes, mas os defeitos na dindmica destes granulos parecem
acelerar a neurodegeneracdo (YR Li et al., 2013; Wolozin, 2014; Shukla & Parker, 2016).

Como mencionado anteriormente, estudos recentes apontam para a existéncia de um
modelo em que os SGs sdo constituidos por um centro estavel envolvido por uma camada
mais dindmica (Wheeler et al., 2016). Esta hipotese implica que as RBPs com LCDs estdo
concentradas no centro dos SGs, logo, um aumento local da concentracdo destas proteinas
aumenta a probabilidade de que, interacdes proteicas levem a formacdo de oligbmeros e
fibrilhas, originando agregados citoplasmaticos patoldgicos (Patel et al., 2015). Assim, no
caso das doengas neurodegenerativas, a acumulacdo citoplasmatica de proteinas especificas
contendo LCDs e/ou mutagdes, combinadas com episodios de stress celular podem levar a
formacéo de centros de SGs (Molliex et al., 2015; Murakami et al., 2015; Patel et al., 2015).
Estes centros facilitam a maturagdo de agregados insolUveis, especialmente se 0s mecanismos
de degradacédo ja ndo forem eficazes (Dobra et al., 2018). Sob estas condi¢fes, os produtos
ribossomais sao retidos em SGs, o que interfere com a remocao de SGs e promove a formacao

de granulos anormais e persistentes (Mahboubi & Stochaj, 2017).

Passou mais de uma década desde o estabelecimento de uma relacdo entre a dinamica
dos SGs e a formacdo de agregados citoplasmaticos de RBPs em neurdnios de doentes com
doencas neurodegenerativas (Dobra et al., 2018). Ja se conhecem mdltiplos mecanismos que
prejudicam a funcdo e sobrevivéncia neuronal, sendo os principais a hiper-agregacéo, a
formacdo de granulos persistentes por parte de proteinas de SGs mutadas, a diminuicdo de
formacdo de SGs ou falta de remocdo destes granulos. Ainda assim, continua a ser necessaria
uma demonstracdo de que a inibicdo seletiva da formacdo da SGs previne a progressdo da
doenca em doentes (Wolozin & lvanov, 2019). Apesar dos avancos ja alcancados, ainda nédo é
possivel afirmar que os SGs sdo as estruturas que despoletam a nucleagdo e maturacédo de

agregados de proteinas toxicas.
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1.3 - Proteinas ligantes de RNA

As proteinas ligantes de RNA (RBPs) sdo um grupo de proteinas que naturalmente
formam agregados insollveis, cujo material agregado pode dispersar e resolubilizar (N.
Kedersha et al., 2000). Estima-se que mais de 1000 genes de mamiferos codifiquem para
RBPs (Gerstberger et al., 2014), sendo mais de metade delas expressas no cérebro (Bryant &
Yazdani, 2016). A maioria das RBPs ligadas a doencas neurodegenerativas, associam-se aos
SGs em cultura de células. A TDP43, FUS, Ataxina-2, SMN, optineurina (OPT) e
angiogenina (ANG) colocalizam-se com marcadores de SGs (TIA1, TTP e/ou G3BP1) em
células expostas a stress (Colombrita et al., 2009; Bosco et al., 2010; Liu-Yesucevitz et al.,
2010; Hart & Gitler, 2012; Murakami et al., 2015). As proteinas dos SGs como a TIAL, elF3
e PABP também se co-localizam com achados neuropatologicos em tecidos cerebrais de
doentes de Alzheimer e com esclerose lateral amiotrofica, assim como em modelos animais

destas doengas (Liu-Yesucevitz et al., 2010; Vanderweyde et al., 2012).

Pouco depois da descoberta da TDP43 como a principal proteina patolégica na
esclerose lateral amiotréfica, provou-se que esta estava associada a mutagdes no gene que
codifica a TDP43 (Sreedharan et al., 2008). Seguiram-se descobertas de mutagdes ligadas a
esta patologia com outras RBPs (Kwiatkowski et al., 2009; Vance et al., 2009), que apoiaram
0 consenso crescente de que existe algum aspeto da biologia das RBPs que as podem tornar

causadoras de doencas neurodegenerativas.

Atualmente, foram ja identificadas mutagdes em genes que codificam para diferentes
RBPs em varios casos de doencas neurodegenerativas hereditarias (Sreedharan et al., 2008;
Kwiatkowski et al., 2009). Algumas patologias ligadas a estas mutacGes incluem a esclerose
lateral amiotréfica, deméncia frontotemporal e atrofia muscular espinhal (Tabela 1.4). De
facto, as mutagdes associadas a estas doencas ocorrem em genes que codificam para RBPs e
conduzem a acumulacdo excessiva de SGs em células expostas a stress e subsequente
acumulacdo destas proteinas no cérebro humano (Bosco et al., 2010; Liu-Yesucevitz et al.,
2010; Dormann & Haass, 2011).

As mutacOes observadas em diversas RBPs, como na TDP43 (Neumann et al., 2006;
Schwab et al., 2008; Hart & Gitler, 2012; Youmans & Wolozin, 2012), FUS (Doi et al., 2008;
Kwiatkowski et al., 2009; Polymenidou & Cleveland, 2011), SMN (Corcia et al., 2009;
Yamazaki et al., 2012), Atx2 (YR Li et al., 2013; Koyano et al., 2014), ANG (Thiyagarajan et
al., 2012), hnRNPA1 e hnRNPA2 (HJ Kim et al., 2013), MATR3 (JO Johnson et al., 2014) e
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na TIA1 (Mackenzie et al., 2017), causam todas doencas neuronais motoras. E o caso das
mutacg0es ligadas a doengas da TDP43, FUS e Atx2 que promovem a agregacao.(Dormann et
al., 2010; Liu-Yesucevitz et al., 2010; Hart & Gitler, 2012).

Tabela 1.4 — Algumas proteinas ligantes de RNA associadas a doencas

neurodegenerativas

RBP Doencas neurodegenerativas

TDP43 ALS, FTD, AD, HD, SCA2

TIAL ALS, FTD
FUS ALS, FTD
Atx2 ALS, SCA2
RNPA2 ALS
ANG ALS
SMN ALS, SMA

Abreviaturas: TIAL, antigénio intracelular de células T1; Atx2, Ataxina-2; hnRNPA1/2,
ribonucleoproteina heterogénea nuclear 1/2; ANG, angiogenina; SMN, proteina de sobrevivéncia do
neurénio motor; ALS, esclerose lateral amiotréfica; FTD, deméncia frontotemporal; AD, doenca de
Alzheimer; HD, doenga de Huntington; SCAZ2, ataxia espinocerebelosa do tipo 2; SMA, atrofia
muscular espinhal. Dados baseados nos estudos referenciados no texto.

1.3.1 - Dominios estruturais das proteinas ligantes de RNA

A familia das RBPs é composta por cerca de 800 proteinas que exibem dominios
estruturais conservados e fungdes relacionadas (Figura 1.8). Estas RBPs contém geralmente
dois tipos de dominios conservados: dominios ricos em glicina (RGG) e dominios de
reconhecimento de RNA (RRM) (Birney et al., 1993). O dominio RGG é hidrofébico e
medeia a agregacdo reversivel destas proteinas; enquanto os RRMs também interferem na
agregacao, mas sdo mais importantes na regulacdo da ligacdo ao RNA (Burd & Dreyfuss,
1994).
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Figura 1.8 — Dominios estruturais de RBPs. Motivos estruturais de algumas RBPs e mutagdes
associadas a doencas neurodegenerativas. Na estrutura da Ataxina-2 esta representada a expansao de
poliglutaminas que resulta de mutacdes associadas a SCA2. Adaptado de (Dobra et al., 2018).

Os dominios RRM sdo compostos por dois motivos, RNP1 e RNP2, separados por
sequéncias de aminoacidos de composicdes e tamanhos variaveis (Kenan et al., 1991). Estes
RRMs tem uma especificidade ampla, uma vez que se ligam a motivos pequenos (<10bp),
mas apresentam ligacdo incompleta das sequéncias (Lopez de Silanes et al., 2004; Lopez de
Silanes et al., 2005; HS Kim et al., 2007). Os RRMs regulam a separacdo de fase liquido-
liquido (LLPS), em parte através da ligacio ao RNA que leva ao aumento local da
concentracdo de RNA. Do mesmo modo, estes dominios também se ligam a proteinas, como
as chaperonas e transportadoras nucleo-citoplasmaticas (importina e transportina), que
controlam diretamente a tendéncia das RBPs se agregarem (Guo et al., 2018; Hofweber et al.,
2018; Qamar et al., 2018). Para além disso, 0s RRMs servem como centros de controlo,
através de modificagcdes pos-traducdo. Nestes dominios pode ocorrer a metilacdo da arginina
através de metil-transferases que promovem a ligacdo de chaperonas, 0 que previne a
separacao de fase (Hofweber et al., 2018; Qamar et al., 2018).

Os RGGs sdo formados por agrupamentos de arginina-glicina-glicina. Os dominios
RGG sédo encontrados em RBPs e podem conferir ligagcdo cooperativa aos motivos de RRM
(Ghisolfi et al., 1992; Burd & Dreyfuss, 1994; Mayeda et al., 1994). As regides que contém
RGGs apresentam uma estrutura exposta indefinida devida ao aminoacido arginina, que
apresenta um grande grupo polar & volta dos residuos de glicina. Esta estrutura exposta
influencia as interacdes com proteinas e RNA, para além de facilitar PTMs. Os RGGs
também demonstraram estar envolvidos na translocacdo nuclear. Por exemplo, a metilagdo da
arginina na RGG da hnRNPA2 promove a sua translocacdo para o nucleo (Nichols et al.,
2000).
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As RBPs formam grénulos de RNA, que sdo complexos macromoleculares que
contétm RBPs e mRNAs, como referido anteriormente (Krichevsky & Kosik, 2001). Estas
proteinas e transcritos sdo consolidados em granulos através de interacGes proteina-proteina,
mediadas pelos dominios RGG, e por interacGes proteina-mRNA, mediadas por RRMs
(Krichevsky & Kosik, 2001). Os SGs séo inicialmente pequenos, mas aumentam em tamanho
a medida que as RBPs se consolidam ao interagirem por dominios RGG. Os complexos do
SGs comecgam por formar uma estrutura que é conceptualmente analoga a uma arvore, com 0s
dominios de agregacdo RGG no centro da estrutura e mMRNASs ligados por dominios RRM, a
sobressair das RBPs. Os complexos de RBPs crescem com o0 tempo a medida que outras
RBPs sdo recrutadas através de ligacBes aos transcritos associados e aos dominios de
agregacao de outras RBPs (Wolozin, 2012).

Muitas RBPs também possuem dominios de baixa complexidade (LCDs) que
estabelecem interagdes fracas (Gilks et al., 2004; Bounedjah et al., 2014). Os LCDs sé&o
dominios proteicos que contém um pequeno numero de tipos diferentes de aminoacidos (Kato
et al., 2012). Estes dominios localizam-se na zona central da proteina contendo,
principalmente, residuos de alanina, glicina, glutamina e prolina. Também séo constituidos
por residuos de arginina e asparagina intercalados, constituindo dominios intrinsecamente
desordenados (IDDs) (Prilusky et al., 2005; Toombs et al., 2012). Estes LCDs contém
aminoacidos com propensdo para ter estruturas desordenadas e flexibilidade (Figura 1.9).
Estas caracteristicas tornam-nos altamente dindmicos e com uma conformacdo diversa,
permitindo interaces promiscuas, mesmo entre dominios da mesma proteina (Protter et al.,
2018).

———— | | A -1 LCDs

——— T | AR IDDs

Figura 1.9 — LCDs e IDDs em proteinas nucleadoras de SGs. Representacao a escala de exemplos
de RBPs nucleadoras, assim como os respetivos LCDs e IDDs. Adaptado de (N. Kedersha et al., 2013).
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A ligacdo das doengas neurodegenerativas aos LCDs das RBPs, surgiu inicialmente
com a descoberta de que as mutaces nos genes que codificam para a Ataxina-1 conduziam a
formacéo de tratos de poliglutaminas nos LCDs destas proteinas. Isto promovia a agregacao
da Ataxina-1 e causava o0 desenvolvimento da SCA1l (Banfi et al., 1994). Observacdes
semelhantes foram realizadas com a Ataxina-2, ligada & SCA2 (Lorenzetti et al., 1997). A
maioria das RBPs com dominios LCDs, que agregam em células de doentes afetados por
diversas doencas neurodegenerativas, fazem parte dos SGs (Aulas & Vande Velde, 2015).
Assim, existe uma relacdo muito proxima entre RBPs, SGs e o desenvolvimento de doencas

neurodegenerativas.

1.3.2 - Funcdes das proteinas ligantes de RNA

As proteinas ligantes de RNA (RBPs) desempenham multiplas funcGes celulares,
através da sua ligacdo a RNA de cadeia simples ou dupla, controlando eventos de traducao e
pos-traducdo (Hogan et al., 2008). As funcBGes das RBPs estdo geralmente divididas em
atividades nucleares e citoplasmaticas (Figura 1.10). No nucleo, as RBPs regulam a
maturacdo do mRNA, incluindo o splicing alternativo, a atividade de helicase do RNA, a
elongacéo realizada pela RNA polimerase e a exporta¢do nuclear (Heyd & Lynch, 2011). No
citoplasma, as RBPs regulam o transporte, o silenciamento, a traducdo e a degradacdo de
RNA (Liu-Yesucevitz et al., 2011).

As RBPs e os granulos de RNA regulam muitos aspetos da biogénese de RNA. Estas
proteinas estabelecem intera¢fes dindmicas com RNAs codificantes, ndo-traduzidos e ndo-
codificantes, em complexos de ribonucleoproteinas (RNPs) (Shukla & Parker, 2016). As
RBPs presentes nestes complexos de RNPs podem permanecer estavelmente ligadas ao RNA
desde a sintese até a sua degradacdo ou associar-se temporariamente a RNAs (Lukong et al.,
2008). As RBPs também podem interagir com os microRNAS, uma vez ambos regulam a
sintese de proteinas (Gibbings et al., 2009; Schratt, 2009). As interacdes de microRNA com

RBPs adicionam assim uma camada adicional de controlo regulatorio.
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Figura 1.10 — Fungdes das RBPs. Controlo do ciclo de mRNA por RBPs em diversos eventos
regulatérios, que se realizam entre o nucleo e o citoplasma de células eucariéticas. Adaptado de (Dash
etal., 2016)

Como mencionado anteriormente, os SGs captam e silenciam transcritos nao-
essenciais e adotam padrdes de traducdo que regulam a viabilidade celular (Anderson &
Kedersha, 2008; Liu-Yesucevitz et al., 2011). De facto, a regulacéo da traducdo de mRNA e
sintese proteica permite a alteracdo rapida do proteoma em resposta a Varios sinais. A
descoberta de RBPs e granulos de RNA, assim como do seu papel na determinacao do destino
celular e atividade de mRNAs evidenciou a sua importancia no controlo da tradugdo. A
interacdo entre RBPs e granulos de RNA controla a estabilidade e traducdo de mRNAs, tendo

um papel crucial na expressdo proteica em condi¢cdes normais ou de stress (Adeli, 2011).

Nem todas as RBPs sdo consideradas proteinas nucleadoras, porque algumas sdo
recrutadas para os SGs em condigdes patologicas, como € o caso da FUS (Kato et al., 2012;
Sama et al., 2013). Existem, também, RBPs como a Caprinl, que funcionam através de outras
proteinas nucleadoras (N. Kedersha et al., 2016). Por outro lado, a auséncia de certas RBPs,
como a FMRP, parecem ndo alterar a formacéo de SGs (Gareau et al., 2013). As RBPs, TIAl
e TIAR sdo ambas proteinas nucleadoras, mas ndo possuem alguns dominios globulares
importantes. Por estas razdes, torna-se importante focar este tipo de estudos numa RBP em

particular, denominada G3BP1.
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1.4 - G3BPs

A proteina ligante do dominio SH3-dominio Ras-GAP humana (G3BP), também
conhecida como proteina ligante da proteina ativadora da RasGTPase, foi identificada por
imunoprecipitacdo (F Parker et al., 1996). A familia de proteinas G3BP consiste em 3
proteinas homdlogas, G3BP1, G3BP2a e G3BP2b (Kennedy et al., 2001). O primeiro membro
da familia das G3BPs a ser descoberto, a G3BP1, foi isolado numa anélise de proteinas que se
ligam ao dominio SH3 da proteina ativadora da Ras-GTPase (RasGAP) (F Parker et al., 1996).

A Ras é uma pequena GTPase responsavel pela transducdo de sinal, através da
ativacdo de uma rede vasta de quinases recetoras de tirosina e outros recetores (Lowy &
Willumsen, 1993). Esta atua como interruptor molecular, alternando entre o estado ativo,
ligado a guanosina trifosfato (GTP) e o estado inativo ligada a guanosina difosfato (GDP)
(Figura 1.11). A Ras é regulada pelas proteinas ativadoras da GTPase (GAPs), que atenuam a
sinalizacdo e os fatores de troca de nucleétidos de guanina (GEFs), que ativam a Ras por
transferéncia do GTP. O dominio do N-terminal da RasGAP contétm um dominio SH3
flanqueado por dois dominios SH2, que podem ligar fosfotirosina. Foram ja identificados
varios efetores associados a RasGAP por via do dominio SH2, mas sdo apenas conhecidas
seis proteinas que se ligam a SH3, sendo trés delas as G3BPs (Liu et al., 1997; Kennedy et al.,
2001; Gigoux et al., 2002).

5
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Figura 1.11 — Ciclo de ativagdo da proteina Ras. A Ras é ativada através da estimulagdo de
proteinas quinases recetoras e recetores de fatores de crescimento. Esta estimulacéo leva a fosforilagao
destes recetores e recrutamento de proteinas como a Grb-2 (Growth factor receptor-bound protein 2).
Proteinas como a Sos podem atuar como GEF, controlando a ativacdo da Ras por transformacao da
Ras-GDP em Ras-GTP. A Ras ativa regula a resposta celular através de diversas proteinas efetoras e
cascatas de transducdo de sinal. As GAPs tém o efeito contrério, sendo a RasGAP constituida pelo
dominio GAP, dominio de ligagdo a fosfolipidos dependente de célcio (C2), dominio de homologia a
plecstrina (PH), dominios SH2 e SH3. A proteina G3BP1 liga-se ao dominio SH3. Baseado em
(Pamonsinlapatham et al., 2009).
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As G3BPs foram implicadas em diversas patologias incluindo doengas neuroldgicas, a
progressao, invasdo e metastase cancerigena, assim como a sobrevivéncia viral. Por exemplo,
as G3BPs formam SGs (Tourriere et al., 2003), apresentam atividades antivirais (Bidet et al.,
2014) e desempenham funcBes na transicdo epitelial-mesenquimal (EMT), induzida pela
metéstase (Wei et al., 2015; H Zhang et al., 2015).

A maioria das publicaces relacionadas com a G3BP1 apoiam a sua funcdo na
proliferacdo e/ou sobrevivéncia celular (Figura 1.12). Diversos estudos indicam que as G3BPs
apresentam um papel na tumorigénese, uma vez que estdo sobreexpressas em muitos cancros
e células em proliferacdo (Guitard et al., 2001; Barnes et al., 2002; French et al., 2002). Por
exemplo, a G3BP1 revelou estar altamente expressa em células epiteliais de pigmento retinal
proliferante (Kociok et al., 1999). De facto, o knockout da G3BP1 em murganhos apoia a
existéncia de uma fungdo da G3BP1 na sobrevivéncia e proliferacdo celular (Zekri et al.,
2005). Um estudo determinou que o G3BP1 € essencial para o correto crescimento e
desenvolvimento embrionéario através da coordenacdo da expressdo de maltiplos transcritos
reguladores do crescimento (Zekri et al., 2005). Para além disso, provou-se que a G3BP1 esta
envolvida na proliferacdo em varias linhas celulares de cancros da mama (Winslow et al.,
2013). Os SGs sdo, também, importantes para a viabilidade das células cancerigenas e
resisténcia ao stress quando as células sdo expostas a stress agudo in vitro (Somasekharan et
al., 2015; Grabocka & Bar-Sagi, 2016).
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Figura 1.12 — Funcéo da G3BP1 em vias de sinaliza¢gdo tumorais. A G3BP1 regula uma variedade
de vias de sinalizacdo envolvidas na oncogénese e progressao tumoral, incluindo a via da Ras, a via da
quinase de adesdo focal (FAK)/ coactivator do receptor de esterdides (Scr), formacdo de c-Myc e
sinalizacdo NF-kB/Her2. A G3BP1 também inibe a apoptose ao reprimir a translocag¢do da p53. (CH
Zhang et al., 2019)
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Os SGs sdo produzidos como resposta a infecBes virais e recrutam proteinas de
imunidade inata (Onomoto et al., 2012). Muitos estudos revelaram que os SGs servem como
plataforma para a ativacdo da proteina quinase R (PKR) e a helicase RIGI dsSRNA (Onomoto
et al., 2012; Yoo et al., 2014; Reineke et al., 2015). Alguns picornavirus incluindo o
poliovirus, o virus coxsackie e EMCV, clivam a proteina nucleadora G3BP1, para impedir a
formagéo ou desfazer os SGs (White et al., 2007; Fung et al., 2013; Ng et al., 2013). Esta
clivagem aumenta a replicacdo viral e conduz a morte celular de forma rapida. A expressao de
mutantes de G3BP1 ndo-clivaveis neste contexto reduz a replicacdo viral e sobrevivéncia
celular prolongada (White et al., 2007; Ng et al., 2013). De facto, as fungdes das G3BPs na
formacdo de SGs, metéstase de cancros e infecdo viral, tém levado a investigacdo extensiva e

exploracdo do papel das G3BPs em diferentes contextos celulares.

1.4.1 - Motivos estruturais dos G3BPs

A G3BP1 e a G3BP2 sdo codificadas pelos genes do cromossoma humano 5 e 4,
respetivamente (Kennedy et al., 2001). A G3BP2b é uma isoforma de splicing da G3BP2a,
sem 33 aminoacidos na regido central (Kennedy et al., 2001)(Figura 1.13). A G3BP1 e a
G3BP2 sdo bastante semelhantes, com 61% de identidade ao nivel dos nucleétidos e 59% de
identidade ao nivel dos aminoacidos (French et al., 2002).
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Figura 1.13 — Dominios estruturais das G3BPs. Comparagdo da estrutura prevista da G3BP2a, 2b e
1, pela representacdo linear dos dominios destas proteinas. O splicing alternado remove 33
aminoacidos da G3BP2a para gerar a G3BP2b com um motivo PxxP adicional. (Irvine et al., 2004).

Todas as G3BPs apresentam quatro dominios diferentes: o dominio do tipo fator de
transporte nuclear 2 (NTF2) (Suyama et al., 2000), regides acidicas, regides ricas em prolina
(PxxP), um motivo de reconhecimento de RNA (RRM) (K Nagai et al., 1995) e zonas ricas
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em arginina e glicina (RGG) (Burd & Dreyfuss, 1994). Tanto a G3BP1 como G3BP2 contém
dominios globulares de interacdo proteina-proteina no terminal-N, como o NTF2, que é capaz
de mediar a dimerizacdo de G3BPs (Kennedy et al., 2001; Tourriere et al., 2003). O terminal-
C das G3BPs é composto por dois motivos associados a ligacdo de RNA (N. Kedersha et al.,
2013; Reineke & Lloyd, 2015), os RRMs e os dominios motivos RGG (Birney et al., 1993).
Estes terminais flanqueiam uma zona central composta por dominios intrinsecamente
desordenados (IDDs) (N. Kedersha et al., 2013; Reineke & Lloyd, 2015).

O dominio do tipo fator de transporte nuclear 2 (NTF2) é o mais conservado, tanto
entre espécies como nos membros da familia G3BP em mamiferos (Suyama et al., 2000).
Diversos ensaios in vitro de ligacdo de G3BP1 e G3BP2 sugerem que o dominio tipo NTF2
destas proteinas é responsavel pela ligacdo a RasGAP (Kennedy et al., 2001). Este dominio
partilha homologia quer estrutural, quer funcional com a proteina NTF2 (French et al., 2002;
Vognsen et al., 2013). A NTF2 é uma pequena proteina envolvida na importacdo nuclear de
proteinas dependente da RanGTP, atraves do complexo do poro nuclear (Ribbeck et al., 1998).
Assim, a presenca do dominio do tipo NTF2 levanta a possibilidade de que as G3BPs
desempenhem um papel no transporte nuclear e, tal como a NTF2, as G3BPs também podem
ligar a proteina Ran e outras GTPases pequenas (Macara, 2001).

A regido central das G3BPs é composta por um ndmero variavel de motivos ricos em
prolina (PxxP) (Saksela et al., 1995) e dominios acidicos (F Parker et al., 1996). Os dominios
acidicos aparentam possuir uma natureza destruturada, associada a interacdes proteina-
proteina (Kennedy et al., 2001). Do mesmo modo, os dominios ricos em prolina também estdo
associadas a interacOes proteicas (Lee et al., 1996). Os motivos PxxP representam a sequéncia
consenso minima para a ligagdo da proteina aos aminoacidos aromaticos conservados que
compdem os dominios SH3 (Booker et al., 1993; Saksela et al., 1995). Apesar de ter sido
primeiramente isolada a G3BP1 como proteina RasGAP ligante de dominio SH3, esta ligacdo
foi subsequentemente demonstrada para todas as outras G3BPs (F Parker et al., 1996;
Kennedy et al.,, 2001). A G3BP1 possui trés motivos PxxP que podem limitar a sua
capacidade de interagir com outras proteinas (Kay et al., 2000), comparando com a G3BP2a e

a G3BP2b, que tém entre cinco e seis motivos PxxP, respetivamente (Kennedy et al., 2001).
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1.4.2 - Fungéo das G3BPs

Vérias evidéncias sugerem que as G3BPs podem mediar alteracfes na expressao
genética, como a resposta a diversos sinais celulares. A tendéncia para ligar-se a mMRNAS e 0s
dominios de interacdes proteicas presentes nas G3BPs levaram a especulacdo de que estas
RBPs sejam essenciais no metabolismo dos mRNAs. Algumas descobertas importantes e 0s
avancos feitos na area da biologia das G3BPs nas Ultimas décadas incluem o seu papel na
estabilidade do RNA, no controlo da traducdo e na formacdo de SGs (F Parker et al., 1996;
Gallouzi et al., 1998; Tourriere et al., 2003).

Tanto a G3BP1 como a G3BP2 interagem com complexos de mRNP associados a
polissomas (Atlas et al., 2004; Angenstein et al., 2005), o que pode derivar da sua fungédo na
regulacdo da iniciacdo da traducdo de mRNAs e inducdo da formacdo de SGs. A G3BP1 esta
envolvida na regulacéo de varios RNAs celulares, incluindo mRNAs e microRNAs (miRNAS).
A funcdo desta RBP no metabolismo de RNA depende da natureza contextual, com estudos a
indicar que transcritos especificos sdo controlados de forma diferente conforme o tipo celular
e 0 estimulo (Alam & Kennedy, 2019).

A primeira interacdo reportada para a G3BP1 foi com 0 mRNA da c-MYC (Gallouzi et
al., 1998; Tourriere et al., 2001). Neste estudo, a G3BP1 exibia atividade de endonuclease in
vitro, de uma forma dependente da fosforilagéo, clivando a 3’-UTR do mRNA da c-MYC,
apesar da auséncia de qualquer dominio de ribonuclease identificaveis (Gallouzi et al., 1998;
Tourriere et al., 2001). No entanto, a analise in vivo ndo suportou estas descobertas (Zekri et
al., 2005). Também se descobriu que a G3BP1 desempenha um papel na estabilizacdo de
MRNAs, incluindo os transcritos de tau (Atlas et al., 2004) e CDK7 (Chen et al., 2019). A
G3BP1 liga-se ao 3’-UTR da B-F1ATPase e impede a traducdo, evidenciando um papel da
G3BP1 durante a progressdo do cancro (Ortega et al., 2010). Apesar da grande homologia
partilhada com a G3BP1, a G3BP2 nao aparenta ter um papel significativo no metabolismo do
RNA, sendo que ainda so6 foi identificado um alvo para a G3BP2, chamado SART3 (Gupta et
al., 2017). No entanto, recentemente foi reportado que a G3BP1, a G3BP2 e a proteina
Caprinl partilham um papel na traducéo de genes estimulados por interferdes (ISGs) (Alam &
Kennedy, 2019). A G3BP1 esta, também, envolvida no processamento de diversos miRNAs,
parecendo atuar como inibidor da maturacdo de pré-miRNAs-alvo ao ligar-se a estes (Kwok
etal., 2017; Hong et al., 2018).
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A regulacdo de transcritos ligados ao G3BP1 pode ser regulada e dependente de PTMs
da G3BP1 e a respetiva associacdo com outras proteinas. A G3BP1 é altamente fosforilada no
residuo serina-149 (Ser149) em células quiescentes e desfosforilada em células estimuladas
por fatores de crescimento (Gallouzi et al., 1998). Na sua forma fosforilada, a G3BP1
apresenta atividade de endoribonuclease, enquanto a G3BP1 ndo-fosforilada parece regular a
proliferacdo celular, o que sugere que o estado de fosforilagdo da G3BP1 pode funcionar
como sensor do crescimento celular (Gallouzi et al., 1998; Tourriere et al., 2001). Assim, a
G3BP1 fosforilada conduz a degradacdo de mMRNAs ligados ao crescimento e, assim, reduz a
proliferacdo celular (Gallouzi et al., 1998). Por outro lado, pode permitir a acumulagdo de
transcritos envolvidos na regulagdo do ciclo celular, como do c-MYC (Tourriere et al., 2001).

As G3BPs sdo também muito importantes no desenvolvimento embrionario, sendo o
seu knockout letal (Tourriere et al., 2003). A inativagdo da G3BP1 em murganhos provou que
tanto o desenvolvimento e sobrevivéncia sao criticamente dependentes dos niveis de G3BP1,
uma vez que as mutacdes homozigoticas nulas da G3BP1 em murganhos induzem letalidade
embrionaria (Zekri et al., 2005). No entanto, j4 foram gerados murganhos homozigoticos
viaveis knockout para a G3BP1 (Martin et al., 2013). Estes murganhos demonstraram defeitos
comportamentais ligados ao sistema nervoso central associados ao fenétipo de ataxia. Assim,
a deficiéncia de G3BP1 conduz a alteragdes na plasticidade neuronal e homeostasia do célcio,
estabelecendo uma relacdo direta entre a formacdo de SGs e doencas neurodegenerativas
(Martin et al., 2013). No entanto, ainda ndo se conhece o mecanismo pelo qual a G3BP1

medeia estas funcBes no cérebro.

1.4.3 - G3BPs e a formacao de granulos de stress

Nem todos os SGs contém G3BPs, o que parece depender do stress ambiental e do
tipo celular, mas tanto a G3BP1 como a G3BP2 co-localizam em SGs quando as células sdo
sujeitas a stress (Kobayashi et al., 2012). A deplecdo de G3BP1 e G3BP2 impede a
condensacdo dos SGs sob condicdes de stress (Matsuki et al., 2013). Isto sugere que
interacOes especificas proteina-proteina destas proteinas sdo importantes para a formacéo de
SGs.

Durante o stress tanto a G3BP1, como a G3BP2 encontram-se nos SGs induzidos por
elF2a (Tourriere et al., 2003), mas também apresentam potencial para induzir SGs de forma

independente (Matsuki et al., 2013). A G3BP1 ¢ a proteina nucleadora melhor estudada,
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sendo capaz de induzir a formagdo de SGs se for sobreexpressa, assim como induzir a
fosforilacdo de elF2a (Reineke et al., 2012; Reineke et al., 2015; N. Kedersha et al., 2016).
Em alguns sistemas, a inativacdo da G3BP1 pode impedir a formacao de SGs (Somasekharan
et al., 2015; Tsai et al., 2016). De facto, uma das estratégias mais bem aceites para a
inativacdo dos SGs é a diminuicdo das proteinas nucleadoras G3BP1 e G3BP2 (Matsuki et al.,
2013; N. Kedersha et al., 2016; Reineke et al., 2017).

A formacdo de SGs induzida por G3BPs também € independente da fosforilacdo do
elF2a, sendo os G3BPs recrutados para os SGs de uma forma dependente da desfosforilagdo
(Tourriere et al., 2003). Existem estudos que comprovam que a estimulagdo com arsenito de
sodio leva a desfosforilacdo de G3BPs na serina-149 (Ser149), com a consequente formacéo
de SGs tanto em células de mamiferos (Tourriere et al., 2003; N. Kedersha et al., 2016) como

em células de Drosophila (Aguilera-Gomez et al., 2017).

A disposicdo dos seus dominios proteicos sugere um modelo onde a G3BP1 e G3BP2
pode manter a unido dos SGs ao interagir com proteinas dos SGs numa extremidade e com
RNA na outra. Esta propriedade aumentou o interesse na identificacdo de proteinas adicionais,
com as quais estas duas proteinas nucleadoras dos SGs pudessem interagir. Entdo, estudos
subsequentes demonstraram que, para além da homo- e hétero-dimerizacdo, a G3BP1 e a
G3BP2 interagem com a protease ubiquitina-especifica 10 (USP10) e Caprinl (Soncini et al.,
2001; Solomon et al., 2007; Reineke et al., 2015; N. Kedersha et al., 2016).

A G3BP1 interage ainda com muitos outros componentes dos SGs. Por exemplo, liga-
se a histona deacetilase 6 (HDAC6) e sirtuina 6 (SIRT6), cuja atividade enzimética é
necessaria a producdo de SGs (Kwon et al., 2007; Jedrusik-Bode et al., 2013). A interacdo da
G3BP1 com a Caprinl estimula a producdo de SGs (N. Kedersha et al., 2016). Por sua vez, a
ligacdo com a USP10 inibe a formacdo de SGs (N. Kedersha et al., 2016). Ao mesmo tempo,
a metilacdo de G3BP1 pode inibir a formacdo de SGs (Tsai et al., 2016).

O processo de maturagdo secundaria dos SGs € uma fungédo citoplasmatica essencial
da TDP43 (McDonald et al., 2011). No entanto, para além de contribuir para a formacéo e
manutencdo de SGs em resposta a stress oxidativo, a TDP43 também regula de forma
especifica os niveis de mMRNA das G3BPs e maturacdo de SGs contendo G3BPs (McDonald
et al., 2011). A TDP43 regula os SGs através da regulacdo diferencial de G3BP1 e TIAL,
através da mediacdo da agregacdo da TIAL, bem como dos niveis de mRNA da G3BP1
(McDonald et al., 2011). O knockdown da TDP43 atrasa a formagdo de SGs através do
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aumento dos niveis de TIAL e diminuicdo dos niveis de G3BP1 (McDonald et al., 2011).
Interessantemente, um estudo examinou os efeitos da redugdo dos niveis de Atx2 em modelos
animais de esclerose lateral amiotréfica com base na sobreexpressdo de TDP43 (Becker et al.,
2017). No entanto, a sobreexpressdo de TDP43 é tdxica em muitos tipos de células, mesmo na

auséncia de agregacdo, tornando-se por tal dificil de estudar.

1.4.4 - G3BPs e a atividade mediada pela ubiquitina

A cinética € um aspeto critico no envolvimento das proteases ubiquitina-especificas
(USPs) na formacdo de SGs. As RBPs nucleadoras iniciam a formacdo de SGs, que
continuam a crescer a medida que vao incorporando outras RBPs. No entanto, a persisténcia
de SGs pode permitir que outras proteinas interajam com os SGs, mas num ritmo mais lento e
de forma anormal. Isto pode desencadear a ubiquitinacdo de SGs, interac@es ndo especificas
dos SGs com o sistema autofagico ou contribuir para a disfuncédo de proteinas pré-apoptéticas
(Eisinger-Mathason et al., 2008).

A degradacéo proteica mediada pela ubiquitina € uma estratégia fundamental utilizada
pelas células na regulacdo proteica. Este processo envolve enzimas ubiquitinantes, que
adicionam cadeias de poliubiquitinas a residuos de lisina, presentes em substratos que sdo
alvo de degradagdo. Do mesmo modo, existem enzimas que catalisam a remogédo de
ubiquitina, contribuindo para outro nivel de regulacdo. Estas proteinas, as USPs, comp&em
uma familia de proteases com mais de 60 proteinas e sdo reguladores de uma variedade de

processos bioldgicos (Ciechanover et al., 2000; Hicke, 2001).

O primeiro caso reportado da interacdo entre G3BP1 e USP10 foi descrito utilizando
um sistema de duplo-hibrido de levedura e subsequentemente confirmado em células humanas
(Soncini et al., 2001). Neste estudo, a G3BP1 inibia a atividade de desubiquitinase da USP10
in vitro (Soncini et al., 2001). Subsequentemente, descobriu-se que o USP10 necessitava da
G3BP1 para formar um complexo desubiquitinante in vivo (Cohen et al., 2003a; Cohen et al.,
2003b). Mais tarde, apurou-se que a interacdo de USP10 com G3BP1 envolve o motivo
FGDF do USP10 que se liga ao dominio tipo NTF2 no terminal-N do G3BP1 (Panas et al.,
2015; N. Kedersha et al., 2016). Esta ligacdo inibe a condensacdo de SGs em resposta a
formas de stress especificas (Panas et al., 2015; N. Kedersha et al., 2016). No entanto, a
Caprinl compete com a USP10 para a ligacdo a G3BP1, favorecendo a condensacao de SGs
(N. Kedersha et al., 2016).
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Diversos estudos demonstraram que a G3BP1 apresenta fungfes de degradacdo do
MRNA, quer na ubiquitinacdo, quer envolvendo diretamente o proteassoma. Como
mencionado anteriormente, a G3BP1 foi descrita como uma endoribonuclease, apoiando a
ideia de que esta implicada na degradacdo de mRNA (Gallouzi et al., 1998; Tourriere et al.,
2001). Ainda assim, é desconhecido se o envolvimento da G3BP1 no metabolismo da
ubiquitina esta ligado ao seu envolvimento no metabolismo do RNA ou outras atividades

mediadas pela ubiquitina, como a transducéo de sinal.

1.4.5 - Implicacdo da G3BP1 na SCA2 e SCA3/MJD

Considerando as funcGes da G3BP1 e a sua implicacdo no contexto da agregacao
proteica regulada, € importante explorar a sua a¢cdo nas doencas de poliglutaminas, que séo
caracterizadas por uma agregacdo patoldgica. Tendo como modelos destas doencas a SCA2 e
SCA3/MJD, ¢ fundamental entender 0 modo como a indugdo dos SGs pode influenciar as
proteinas causadoras destas patologias: Atx2 e Atx3, respetivamente. Neste sentido, um
estudo anterior do nosso laboratorio realizou uma série de estudos com o objetivo de avaliar o

efeito da sobreexpressdo de G3BP1 nos niveis e agregacao de Atx2 e Atx3 (Tomé, 2016).

Por exemplo, estudos in vitro em células de neuroblastoma de murganho (Neuro2A)
revelaram que a sobreexpressao de G3BP1 conduz a uma diminuigdo significativa dos niveis
das proteinas Atx2 e Atx3, assim como 0 nimero de agregados de cada uma destas proteinas
(Tomé, 2016).

As experiéncias in vivo da sobreexpressdo de G3BP1 no modelo lentiviral de
murganhos SCA3/MJD demonstraram uma reducao significativa dos agregados de ubiquitina
(Figura 1.14-A,B,C) e uma preservacdo do marcador neuronal DARPP-32 (Figura 1.14-
D,E,F) (Tomé, 2016). Estes e outros resultados sugerem um efeito neuroprotetor do G3BP1.
Como tal, torna-se fundamental continuar a investigar o impacto do G3BP1 em modelos in

vivo para estas doengas, nomeadamente transgénicos.
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Figura 1.14 — Redugéo da neuropatologia no modelo lentiviral de murganhos SCA3/MJD pela
sobreexpressdo de G3BP1. Vetores lentivirais codificando para a Atx mutada com 72 glutaminas
(A,D) e G3BP1 (B,E) foram co-injetados no estriado de murganhos C57/BI6 de 8 semanas de idade.
Marcacdo imunohistoquimica para inclusdes de Atx3 ubiquitinadas (A-B) e perda neuronal (DARP-
32) (D-E). Quantificacdo absoluta do nimero de agregados de Atx3 mutada (C) e quantificagdo da
perda neuronal (F) através da perda de volume neuronal (mm®), 4 semanas ap6s injecdo. Os valores
para agregados de ubiquitina estdo representados como médias + SEM, n=6 para controlos e n=8 para
condigdes de G3BP1. ****P<(.0001 (Unpaired Student’s t-test). Os valores para a perda de volume
neuronal estdo representados como médias + SEM. **P<0.01 (Paired Student’s t-test). Adaptado de
Sandra Tomé, 2016 em “Insights into the role of stress granules in spinocerebellar ataxias”.

S

Ubiquitina

Numero total de agregad

o
1

DARP-32
Volume depletado de
DARP-32 (mm’)

37



2. OBJETIVO

O objetivo geral deste projeto é investigar o impacto da sobreexpressdo de G3BP1,
como estratégia terapéutica, num modelo de murganho transgénico SCA3/MDJ Q69
(Torashima et al., 2008). A partir deste objetivo genérico, diversos objetivos especificos

foram delineados:

— Investigar se a sobreexpressdo de G3BP1 é capaz de aliviar os défices motores
neste modelo transgénico: testes de comportamento motor;

— Avaliar se a sobreexpressdo de G3BP1 é capaz de resgatar a neuropatologia nos
animais transgénicos: analise de agregados de ataxina-3 mutada e células de

Purkinje.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Animais e manutencao

Neste estudo, foram utilizados 21 murganhos transgénicos SCA3/MDJ Q69
(Torashima et al.,, 2008), provenientes de uma coldnia estabelecida no biotério do
CBMR/UAIg, a partir de animais provenientes do Centro de Neurociéncias e Biologia Celular
(CNC) da Universidade de Coimbra. Machos heterozigéticos (+/-) foram cruzados com
fémeas C57BL/6 wild-type para a obtencéo dos animais transgenicos utilizados neste estudo e
na manutencdo da colénia (Ramirez et al.,, 2008; Oue et al., 2009). Os animais nao
transgénicos resultantes destes cruzamentos foram também utilizados como controlos

adicionais nas nossas experiéncias.

Estes murganhos transgénicos SCA3/MDJ Q69 (C57BL/6 background)
sobreexpressam a ATXN3 humana truncada no terminal-N, contendo 69 repeticbes de CAG
(Figura 3.1). No terminal-N, estd também presente marcador da hemaglutinina (HA),
especialmente direcionado para as células de Purkinje do cerebelo através do promotor L7
(Oue et al., 2009). O fragmento da ATXN3 truncado ndo inclui o dominio desubiquitinante
(dominio Josephin) e dois motivos que interagem com a ubiquitina (UIMs). Assim, a proteina
consiste num segmento de 69 poliglutaminas com apenas 4 aminoacidos no terminal-N e 42

aminoacidos no seu terminal-C.

Josephin domain UIM

v R |
N [T 1T ] MW |c
1 291 360 401
HA-tag

N C

287 291 360 401

Figura 3.1 — Construcdo utilizada para gerar murganhos com SCA3/MDJ que apresentam
acumulacéo de poliglutaminas nas células de Purkinje. O esquema representa a proteina Ataxina-3
wild-type e truncada com poliglutaminas anormalmente expandidas. (Torashima et al., 2008; Oue et al.,
2009).

Os murganhos foram alojados numa sala com temperatura controlada e mantidos num

ciclo de 12h de luz/escuro. A ragdo e agua foram disponibilizadas ad libitum. As experiéncias
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foram executadas de acordo com a diretiva 2010/63/UE do Parlamento Europeu e do
Conselho relativa a prote¢do dos animais utilizados para fins cientificos. Os investigadores
receberam treino adequado (curso certificado FELASA) e certificacdo para realizar
experiéncias das autoridades portuguesas (Direcdo-Geral de Alimentacdo e Veterinéria,
DGAV). O projeto e procedimentos efetuados foram devidamente aprovados pela DGAV, no
projeto “Neuropath”, referéncia 421/2019 (Investigador Responsavel: Professor Doutor

Clévio Ndbrega).

O presente estudo utilizou 4 grupos de animais: murganhos SCA3+G3BP1
(murganhos transgénicos injetados com G3BP1, n=7), murganhos SCA3+GFP (murganhos
transgénicos injetados com GFP, n=7), murganhos SCA3 (murganhos transgénicos nao-
injetados, n=7) e murganhos wild-type (n=26). Estes grupos incluem animais de ambos 0s

géneros.

3.2 - Genotipagem

O gendtipo foi confirmado através de uma reacdo em cadeia de polimerase (PCR),
realizada por extracdo gendmica de furos das orelhas dos murganhos. As amostras biologicas
recolhidas foram digeridas por acdo da Proteinase K e o DNA foi purificado utilizando o
Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit de acordo com as instrugdes do
fornecedor (#K0721, #K0722).

O transgene humano de SCA3/MDJ Q69 foi amplificado utilizando os seguintes
primers: Atx3: forward=ATG TAC CCA TAC GAT GTT CC; reverse=CTA GCG AGG
GAA TGA AGA AT. A amplificacao foi realizada em 30 ciclos com desnaturacéo a 95°C por
30 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto num
termociclador (C1000 Touch™, Bio-Rad). Como controlo da reacdo foi, também, amplificada
a regido gendmica da B-actina, uma proteina ubiqua, através dos seguintes primers: p-actina:
forward=GGA GAC GGG GTC ACC CAC AC; reverse=AGC CTC AGG GCA TCG GAA
CC. O DNA amplificado foi separado por eletroforese num gel de 1% de agarose durante 45-
60 minutos e visualizado com GreenSafe utilizando software de imagem BioRad. A
identificacdo de animais transgénicos foi possivel pela visualizagdo de uma banda de 450 bp

correspondente a presenca do transgene ATX3/MJD amplificado.
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3.3 - Desenho de plasmideo LV e produgéo de vetor

Os vetores lentivirais codificando para a proteina G3BP1 (LV-G3BP1) foram
produzidos em células HEK 293T usando um sistema de 4 de plasmideos, como descrito
anteriormente (Hottinger et al., 2000). As particulas lentivirais foram produzidas e
ressuspendidas em (PBS contendo 1% de BSA). Os stocks foram conservados a -80 °C até a
sua utilizacdo. Esta producdo foi efetuada pela ViraVector, Coimbra, Portugal.

3.4 - InjecOes estereotaxicas no cerebelo dos murganhos

Para a injecdo estereotaxica de vetores lentivirais, foram descongelados em gelo stocks
virais concentrados e ressuspendidos por spinning. Os murganhos transgénicos SCA3/MDJ
Q69 com idades entre 4 a 5 semanas foram anestesiados com com cerca de 2 ml/kg de uma
mistura de cetamina (100 mg/ml, Nimatek, Dechra) e medetomidina (1 mg/ml, Domtor®,
Ecuphar) por injecdo intraperitoneal. Para cada animal foram administrados
estereotdxicamente, numa unica injecdo, 1000 ng/ul de vetores lentivirais codificando para a
G3BP1 (LV-G3BP1) ou para GFP (LV-GFP), num volume total de 2 ul. Esta injecdo foi
realizada utilizando uma seringa Hamilon (Hamilton Reno, NV, EUA), a 0,2 pl/min por a¢do
de um injetor automatico (Stoelting Co., Wood Dale, EUA), no cerebelo dos murganhos nas
seguintes coordenadas (em relagdo ao ponto Lambda): x=-2, y=0, z=-2,8. A agulha da seringa
foi lavada entre injecdes. A pele dos murganhos foi fechada com sutura 6-0 Prolene®
(Ethicon, Johnson and Johnson, Bruxelas, Beélgica). De seguida, os murganhos foram
injetados com cerca de 0,5 ml/kg de um agente reversor da anestesia, antipamezol (5 mg/ml,
Antisedan®, Esteve).

3.5 - Testes comportamentais

De modo a avaliar o impacto da sobreexpressdo de G3BP1 no fendtipo motor 0s
murganhos foram treinados num conjunto de testes motores, comecando as 5-6 semanas de
idade, desde 1-2 dia antes da injecdo estereotaxica dos murganhos transgénicos, repetindo 0s
testes a cada 3 semanas (Figura 3.2). Estes testes comportamentais duram até 9 semanas apds
injecdo, realizando um total de 4 testes. Os testes comportamentais realizados incluem teste de

rotarod, teste de equilibrio em vardo, teste de natacao e teste de pegadas.
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Figura 3.2 — Linha cronoldgica experimental. Os testes comportamentais iniciaram 1-2 dias antes da
injecdo de LV-G3BP1 em murganhos transgénicos com 5-6 semanas, sendo repetidos a cada 3
semanas. Os murganhos foram sacrificados as 10 semanas apOs injecdo para processamento
histolégico.

3.5.1 - Teste rotarod

A coordenacao motora e equilibrio foram avaliados com um aparelho de rotarod (Ugo
Basile S.R.L.). Os murganhos foram colocados numa roda do rotarod a uma velocidade
constante de 5 rotagdes por minuto (5 rpm) por um maximo de 5 minutos, sendo registada a
laténcia em cair (0 intervalo de tempo em que se mantém na roda). Os murganhos realizaram
5 ensaios em cada ponto da experiéncia, com um descanso de 15-20 minutos entre ensaios.

Para a andlise, foi utilizada a média da laténcia em cair dos 5 ensaios.

3.5.2 - Teste de equilibrio (em barras)

A coordenacao motora e equilibrio foram avaliados de forma mais sensivel, ao utilizar
um teste de equilibrio em barras. Ap6s um treino inicial, os murganhos foram posicionados
numa extremidade para atravessar (55 cm) de uma barra retangular de (1,8 cm de largura) e
uma barra quadrangular de (1 cm de largura) de maneira a chegar a uma caixa de abrigo.
Foram medidos os intervalos de tempo que os murganhos demoravam a atravessar 0s vardes
em 3 ensaios para cada tipo, intercalados com 15 minutos de descanso entre cada ensaio.

Registaram-se, também, 0s casos em que 0s murganhos ndo conseguiam atravessar as barras.

3.5.3 - Teste de natacéo

A coordenagdo motora dos murganhos na locomogdo voluntéria foi avaliada através de
um teste de natacdo. No teste de natacdo os murganhos foram largados numa extremidade de
tanque de vidro (100x10,5x20 cm) preenchido com &gua a temperatura ambiente, até subirem
para uma plataforma colocada no lado oposto. Foi registada a laténcia em navegar ao longo

do tanque (intervalo de tempo desde que foram largados na agua e atingiram a plataforma).
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Apo6s um periodo de aprendizagem, foram realizados 3 ensaios, com periodos de 15 min de
descanso entre cada ensaio. Para analise estatistica, foi calculada a laténcia média dos 3

ensaios.

3.5.4 - Teste de pegadas

O teste de pegadas foi usado para avaliar a marcha de murganhos. Para tal, pintaram-
se as patas dianteiras e traseiras com tinta ndo-toxica vermelha e azul, respetivamente. Os
murganhos foram posicionados numa pista de caminhada (com paredes de 20 cm de altura) e
caminharam ao longo de uma folha de papel branco com 100 cm de comprimento e 11 cm de

largura.

Os padrdes de pegadas foram analisados para a distancia entre pegadas sequenciais de
membros dianteiros e traseiros, medida ortogonalmente em relacdo & dire¢cdo da marcha
(frontal e hind stride). Foi, também, registada a largura da passada medida como a distancia
entre o centro da pegada traseira e o centro da pegada traseira seguinte (hind base) e 0 mesmo
para as pegadas dianteiras (frontal base). Estes valores foram determinados pela medicao da
distancia perpendicular de um determinado passo em relacdo a uma linha que conecta 0 passo
precedente e procedente oposto. A distancia entre pegada dianteira direita e a pegada traseira
(right overlap) também foi obtida, assim como para os pares de pegadas esquerdas (left
overlap). Estes dados foram avaliados ao longo de sequéncias de 6 passos consecutivos (de

modo a realizar 5 medidas), excluindo pegadas realizadas no inicio e fim da marcha.

3.6 - Processamento histologico de amostras de cérebro de murganho

Os murganhos foram sacrificados as 15-16 semanas de idade. O sacrificio decorreu
apos uma overdose de uma mistura de cetamina (100 mg/ml, Nimatek, Dechra) e
medetomidina (1 mg/ml, Domtor®, Ecuphar). Os murganhos foram perfundidos
transcardialmente com paraformaldeido (PFA) 4% antes da remocdo do cerebro. Apds a
remocao, os cérebros foram fixados em 4% de paraformaldeido (PFA) (Fluka, Sigma) em
PBS 0,1 M e conservados a 4°C durante 48 horas. Apds, os mesmos foram incubados numa
solucdo de 20% de sacarose/0,1 M PBS por 2-3 dias a 4°C. Apds o periodo de incubagdo, 0s
cérebros permaneceram conservados a -80 °C até analise histoldgica. Foram recolhidas

secgoes sagitais de 30 um dos cérebros dos animais de forma a coletar o cerebelo por inteiro,
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utilizando um micrétomo criostato (Cryostar NX50, Thermo Scientific). As sec¢fes foram
conservadas a 4°C, submersas em PBS com azida de sddio a 1% até a proxima utilizagao.

3.7 - Imunohistoquimica

O processo de imunohistoquimica em fluorescéncia foi iniciado por uma lavagem
inicial das sec¢Ges com PBS 1x, seguida do bloqueio das sec¢es em soro normal de cabra a
10% (NGS, Gibco), diluido em PBS com 0,1% de TritonX™ X-100 (Fischer Chemical) por
1h a temperatura ambiente. De seguida as sec¢bGes foram incubadas com os anticorpos
primarios anti-calbindina D-28K (rato, Sigma) e anti-HA (coelho, Abcam) numa diluicdo de
1:1000 em solucdo de bloqueio, deixando overnight a 4°C. Apos 3 lavagens as sec¢Bes foram
incubadas com os respetivos anticorpos de cabra conjugados a Alexa Fluor secundarios
fluorescentes (Invitrogen) 594 e 488, numa diluicdo de 1:250 em solucdo de bloqueio, por 2h
a temperatura ambiente. Seguiram-se outras 3 lavagens com a subsequente montagem das
seccBes com meio Fluoromount-G Mounting Medium (Invitrogen) incluindo 4',6'-diamino-2-

fenil-indol (DAPI) em Iaminas de microscopio gelatinadas e conservagdo a 4°C.

3.8 - Andlise quantitativa de agregados e células de Purkinje

A quantificacdo das inclus@es de Ataxina-3 marcadas por HA e das células de Purkinje
foi realizada pela analise de 8 seccdes sagitais dispostas ao longo da extensdo lateral do
cerebelo de cada animal, com uma distancia de 240um entre cada seccéo. Estas sec¢des foram
visualizadas utilizando o microscopio Axio Imager Z2 com o software Axio Vision 4.8.2.
Foram obtidas varias fotografias com a objetiva de 20x para cada l6bulo cerebelar. A anélise
quantitativa dos agregados neuronais e células de Purkinje foi realizada através do software
ImageJ® 1.52p (Wayne Rasband). Foram selecionadas sec¢des correspondentes a mesma
regido cerebral para cada animal, como descrito anteriormente. Para cada animal foi
guantificado o namero total de agregados e células de Purkinje por lébulo. Os resultados
representam o valor médio do nimero de agregados ou células de Purkinje quantificados nas

seccOes selecionadas de cada animal.
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3.9 - Coloracéo cresilo violeta

As secgdes de cérebro foram montadas em laminas de microscopio, marcadas com
coloracdo de cresilo violeta (acetato de cresilo violeta, Alfa Aesar) e desidratadas pela
passagem por concentracdes crescentes de solugdes de etanol (EtOH 75,96 e 100%) e por fim
substituto do xileno (Sigma). As secc¢des foram cobertas com meio de montagem Eukitt (O.
Kindler GmbH & CO, Freiburg, Germany) e lamela para posterior visualizagdo ao

microscopio.

3.10 - Andlise estatistica

A analise estatistica representada em 4.2 e 4.3 foi realizada utilizando o teste one-way
ANOVA. Os valores sdo expressos como valores brutos ou médias £ SEM. Toda a analise
estatistica foi realizada através do software GraphPad Prism versdo 7.04 (GraphPad software,
La Jolla, USA).
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4. RESULTADOS

4.1 - O cruzamento de murganhos heterozigoticos SCA3/MDJ Q69 com murganhos wild-

type gera animais transgénicos

O cruzamento de murganhos machos heterozigéticos (+/-) SCA3/MDJ Q69 com
fémeas C57BL/6 wild-type leva a obtencdo de murganhos SCA3/MDJ Q69 ou murganhos
wild-type, permitindo a manutencdo da colénia (Torashima et al., 2008; Oue et al., 2009).
Para ser possivel a identificacdo dos descendentes transgénicos é necesséario proceder a sua
genotipagem. A genotipagem dos animais utilizados neste estudo foi realizada por extragdo de

DNA proveniente de furos das orelhas dos murganhos nascidos.

ApoOs extracdo do material gendémico e respetiva purificacdo, procedeu-se a
amplificacdo do transgene humano de SCA3/MDJ Q69, correspondendo a forma truncada da
proteina Ataxina-3, através de uma reacdo de PCR. Os produtos desta reacdo foram
carregados num gel de agarose, realizando-se corrida de eletroforese para separacdo das
bandas de acordo com o peso molecular. A visualizagdo de uma banda com cerca de 450 bp
permite a identificagdo dos animais transgénicos (Figura 4.1-A).
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Figura 4.1 — Genotipagem de murganhos resultantes do cruzamento de animais SCA3/MDJ Q69
com murganhos wild-type. (A) Gel de eletroforese da genotipagem de murganhos gerados a partir do
cruzamento de machos heterozig6ticos (+/-) SCA3/MDJ Q69 com fémeas C57BL/6 wild-type. A
regido gendmica da Atx3 foi amplificada por PCR do DNA gendémico dos murganhos, utilizando os
respetivos primers. Foi, também, amplificada a regido da B-actina como controlo da amplificacdo. Os
produtos do PCR foram separados de acordo com o respetivo tamanho por eletroforese num gel de
agarose 1% durante 45-60 min a 100V. O tamanho esperado do produto do PCR amplificado da regido
da Atx3 é de cerca de 450 bp, detetado por comparagdo com o marcador de peso molecular (NZYDNA
Ladder V). Este gel representa a genotipagem da ninhada 4 (Anexo 1), apresentando a seguinte ordem:
controlo positivo, FIR, F1L, FB, M1R, M1L, MB. Assim, 0s animais transgénicos sdo F1R e M1L,
gue foram identificados pela presenca de bandas duplas. O tamanho das bandas, em pares de bases
(bp), esta representado a esquerda do gel. (B) Relacdo entre o niUmero de murganhos transgénicos
SCA3/MDJ Q69 (23) e 0 nimero de murganhos wild-type (28) genotipados ao longo de todo o estudo.
Abreviaturas: Tg, transgénico; WT, wild-type.

E
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Ao longo do estudo foram obtidas 10 ninhadas de animais resultantes de vérios
cruzamentos, que correspondem a diferentes coortes utilizados para anélise (Anexo 1). Na
totalidade do estudo foi possivel genotipar 51 animais, 23 dos quais foram identificados como
animais transgénicos (Figura 4.1-B), correspondendo a aproximadamente 45% dos animais

genotipados.

4.2 - A sobreexpressdo de G3BP1 conduz a uma melhoria moderada do fen6tipo motor
em murganhos com SCA3/MJD

Os murganhos transgénicos SCA3/MJD Q69 utilizados neste estudo séo
caracterizados pelo surgimento de sintomas patolégicos precoces e um fendtipo
neuropatoldgico severo, sendo particularmente apropriados para testar terapias moleculares
(Torashima et al., 2008). Desta forma, o desempenho motor foi avaliado em murganhos
transgénicos SCA3/MDJ Q69 injetados com LV-G3BP1, com o objetivo de verificar o
potencial terapéutico da sobreexpressdo de G3BP1 na recuperacdo ou melhoria do fenétipo da
SCA3/MJD. Como controlo, foram avaliados murganhos transgénicos ndo-injetados e
murganhos transgénicos injetados com GFP, com idade semelhante aos murganhos injetados
com G3BP1. Foram ainda, analisados animais wild-type para comparacdo do desempenho
comportamental em animais sem a patologia. Os testes de comportamento foram realizados a
cada 3 semanas apds a injecdo, de forma a avaliar a recuperacdo motora dos murganhos

transgénicos injetados com G3BP1 ao longo do tempo, terminando as 9 semanas apos injecao.

A coordenacao motora e equilibrio foram avaliados por teste de rotarod de velocidade
constante (Anexo 2). Passadas 9 semanas desde a injecdo, foi possivel verificar uma tendéncia
de melhoria do desempenho particularmente relevante nos murganhos transgénicos injetados
com G3BP1 em relacdo aos grupos controlo (SCA3 + G3BP1 1,769 + 0,7192 vs SCA3 + GFP
1,291 + 0,1585, SCA3 0,915 £ 0,1176, WT 1,228 £ 0,1199; Figura 4.2-A), evidenciada pelo

aumento do tempo que 0s murganhos apresentavam em cair do rotarod em movimento.

A coordenacdo motora também foi avaliada no teste de natacéo, no qual os murganhos
foram colocados numa das extremidades de um tanque preenchido com agua, sendo registado
o intervalo de tempo entre 0 qual s&o colocados na agua até que sobem para a plataforma que
se encontra na extremidade oposta (Anexo 3). Os murganhos transgénicos injetados com
G3BP1 demonstraram uma redugdo para cerca de metade no tempo necessario para atingir a

plataforma, as 9 semanas apés injecdo (0,499 £ 0,0848; Figura 4.2-B), enquanto esta
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diferenca ndo foi verificada para os restantes grupos experimentais (SCA3 + GFP 0,595 *
0,1107, SCA3 0,666 + 0,1173, WT 0,573 + 0,0719; Figura 4.2-B).
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Figura 4.2 — A sobreexpressdo de G3BP1 induz uma tendéncia para a melhoria da coordenacéo
motora em murganhos com SCA3/MJD. (A) Os murganhos foram colocados num aparelho de
rotarod a uma velocidade constante (5rpm, durante 5 minutos) e foi registada a sua laténcia em cair.
Os murganhos injetados com G3BP1 demonstraram um maior aumento da laténcia em cair quando
comparados com 0s grupos controlo, 9 semanas apds injecdo. (B) Desempenho no teste de natagdo 9
semanas apos injecdo, medido pelo tempo que os murganhos demoraram a chegar a plataforma.
Comparativamente aos animais controlo e wild-type, os murganhos injetados com G3BP1 registaram
uma maior diminui¢do do tempo necessario para atingir a plataforma as 9 semanas ap0s injecdo. Os
valores sdo apresentados como médias + SEM. SCA3 + G3BP1 (n=7), SCA3 + GFP (n=7), SCA3
(n=7) e wild-type (n=26).

No teste de equilibrio em barras (Anexo 4), foi registado o tempo médio que cada
murganho demora a atravessar a barra de forma a chegar a uma plataforma de abrigo. Este
teste avalia a capacidade que os murganhos demonstram em atravessar barras mais ou menos
estreitas, sendo um indicador da manutencdo do equilibrio. Como seria de esperar, 0S
murganhos wild-type demoram muito menos tempo a atravessar a barra que oS animais
transgénicos. No entanto, ndo foi possivel registar uma melhoria do fenétipo a longo prazo
dos animais injetados com G3BP1.Estes murganhos necessitaram sempre de mais tempo para
atravessar ambas as barras em relacdo aos restantes grupos experimentais mesmo antes da
injecdo, 0 que se manteve ao longo de todos os pontos da experiéncia. Ainda assim, no caso
da barra mais larga (Anexo 4-A) verificou-se uma melhoria relevante no periodo entre as 6
semanas e as 9 semanas apos injecdo, onde se notou uma diminuicdo do tempo necessario

para atravessar a plataforma.

O teste de pegadas foi utilizado para avaliar a progressdo da marcha e o fenétipo

patolégico de ataxia. Foram obtidas diversas medi¢6es, incluindo a largura da passada das
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patas dianteiras (frontal base) e traseiras (hind base). Como consequéncia de deficiéncias no
equilibrio, no modelo transgénico utilizado é de se esperar um aumento na largura da passada
em relacdo aos murganhos wild-type. Apesar de ndo ser significativa, os murganhos injetados
com G3BP1 demonstraram uma tendéncia para a diminuicdo da largura da passada dianteira
(frontal base) em relacdo aos animais controlo (SCA3 + G3BP1 16,800 + 0,9962 mm vs
SCA3 + GFP 17,629 * 0,6308 mm vs SCA3 17,686 + 0,5124 mm; Figura 4.3-A). O mesmo
se verificou para a largura da passada traseira (hind base), onde se observa uma diferenca
maior em relacdo aos controlos (SCA3 + G3BP1 25,986 + 2,4223 mm vs SCA3 + GFP
28,871 £ 0,9539 mm vs SCA3 28,043 + 1,0803 mm; Figura 4.3-B), 9 semanas apds injecao.
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Figura 4.3 — A sobreexpressdo de G3BP1 induz uma tendéncia para uma melhoria na marcha e
ataxia em murganhos com SCA3/MJD. Analise quantitativa da largura da passada dianteira (frontal
base) (A) e da passada traseira (hind base) (B) efetuada 9 semanas ap6s a inje¢do. Os murganhos
injetados com G3BP1 demonstraram uma tendéncia para diminuir a largura da passada em
comparagdo com os grupos controlo. Os valores sao apresentados como médias = SEM, em milimetros
(mm). SCA3 + G3BP1 (n=7), SCA3 + GFP (n=7), SCA3 (n=7) e wild-type (n=26).

Para além disso, foram obtidas as distancias médias entre pegada dianteira e a pegada
traseira (overlap; Anexo 5). Os animais saudaveis devem sobrepor perfeitamente as pegadas
dianteiras e traseiras ao longo da marcha, apresentando distancias perto de zero, aumentando
esta distancia nos casos de deficiéncias no comportamento motor. De uma forma geral, nédo se
verificou uma melhoria na sobreposicdo das pegadas a longo prazo em murganhos injetados
com G3BP1. No entanto, nos animais injetados com G3BP1 verificou-se, em todos 0s pontos
da experiéncia, uma tendéncia para uma diminuicdo da distancia entre pegadas no lado

esquerdo (left overlap; Anexo 5), em relagdo aos murganhos injetados com GFP.

Adicionalmente, foi analisada a distancia entre pegadas sequenciais de membros

dianteiros (frontal stride) e traseiros (hind stride). Estas medic¢des indicam o comprimento da
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passada, sendo que distancias maiores estdo associadas a um melhor fendtipo motor. Os
resultados obtidos para estas medi¢Ges ndo indicam uma melhoria significativa da marcha a
longo prazo para os animais injetados com G3BP1 (Anexo 5). Contudo, ao longo de todo o
periodo experimental verificou-se uma tendéncia constante para 0 aumento do comprimento
da passada dos murganhos injetados em comparagcdo com 0s ndo-injetados, tanto para a
passada dos membros dianteiros como para os traseiros em ambos os lados.

4.3 - A sobreexpressdao de G3BP1 conduz a uma diminui¢cdo da neuropatologia em
murganhos com SCA3/MJD

O modelo transgénico utilizado é caracterizado pela formacdo de agregados de Atx3,
bem como pela perda de células de Purkinje (Torashima et al., 2008). Considerando isto e de
forma a avaliar o efeito da sobreexpressdo de G3BP1 nestes achados patoldgicos, foram
contados o0 numero de agregados de Ataxina-3 e o nimero de células de Purkinje. Todas as

secgBes foram obtidas a partir de animais sacrificados as 10 semanas apés injecéo.

Para avaliar se existem melhorias nos animais injetados, foi quantificado o nimero de
agregados através de marcacdo imunohistoquimica para HA (Figura 4.4-A), uma vez que nos
murganhos transgénicos estas inclusdes expressam a Ataxina-3 mutada marcada pelo epidoto
HA no terminal-N. Os animais injetados exibiram uma tendéncia para diminuir o nimero de
agregados em varios Iébulos (I6bulo Il: SCA3 47,667 + 17,6761 vs SCA3 + GFP 42,333 +
27,2784 SCA3 + G3BP1 28,667 + 5,3645; I6bulo 111: SCA3 68,667 + 15,836 vs SCA3 + GFP
79,667 + 28,2862 vs SCA3 + G3BP1 60,333 + 16,9738; I6bulo 1X: SCA3 253 + 100,1316 vs
SCA3 + GFP 460,333 + 63,067 vs SCA3 + G3BP1 298 + 113,697; Figura 4.4-B). Nos
murganhos transgénicos injetados com G3BP1 o numero total de agregados presentes na
totalidade do cerebelo revelou uma tendéncia para diminuir quando comparado com 0s
animais injetados com GFP (SCA3 859 + 188,3428 vs SCA3 + GFP 1187 + 175,1152 vs
SCA3 + G3BP1 1148 + 142,7737; Figura 4.4-B).
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Figura 4.4 — A sobreexpressdo de G3BP1 conduz a uma diminuicdo de agregados de Ataxina-3
em murganhos com SCA3/MJD. (A) Imagens representativas de seccdes sagitais do cerebelo dos
animais transgénicos estudados marcados com marcacao histoquimica contra HA. Esté representado o
I6bulo VIII, onde se verifica a presenca de agregados de Ataxina-3 nas células de Purkinje (setas) dos
murganhos controlo, mas ndo na secgdo do animal injetado com G3BP1. Ampliacdo de 20x. (B)
Quantificacdo do numero de agregados de animais sacrificados as 10 semanas ap6s inje¢do. Foi
verificada uma tendéncia para a diminuicdo de agregados nos animais injetados com G3BP1 em
relacdo aos grupos de controlo nos l6bulos I1, 111 e 1X, assim como no total do cerebelo. Os valores sdo
apresentados como médias £ SEM. SCA3 + G3BP1 (n=3), SCA3 + GFP (n=3), SCA3 (n=3)
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Os murganhos transgénicos apresentam uma reducdo no numero de células de
Purkinje. Assim, para avaliar se existem melhorias nos animais injetados, foi registado o
numero de células de Purkinje através de marcacdo imunohistoquimica para a calbindina
(Figura 4.5-A). Nos lobulos V-V e VIII, os animais injetados com G3BP1 exibiram uma
tendéncia para a presenca de um maior nimero de células de Purkinje (I6bulo 1V-V: SCA3
1203 + 85,9787 vs SCA3 + GFP 1159 + 98,0765 vs SCA3 + G3BP1 1481,667 + 145,2645;
I6bulo VIII: SCA3 709,333 + 32,7431 vs SCA3 + GFP 725 + 88,0984 vs SCA3 + G3BP1
925,333 £ 92,2972; Figura 4.5-B). A quantificacdo de células de Purkinje presentes no total
do cerebelo dos animais injetados com G3BP1 revelou uma pequena tendéncia para o
aumento do namero de células de Purkinje quantificadas (SCA3 5801 + 230,1528 vs SCA3 +
GFP 5745,667 + 483,1705 vs SCA3 + G3BP1 5813 + 592,2423; Figura 4.5-B).
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Figura 4.5 — A sobreexpressao de G3BP1 conduz a uma preservacédo das céulas de Purkinje em
murganhos com SCA3/MJD. (A) Imagens representativas de secclGes sagitais do cerebelo dos
animais transgénicos estudados marcados com marcacdo histoquimica contra calbindina. Esta
representado o lI6bulo V111, onde se nota uma melhor preservacéo das células de Purkinje nos animais
onde ocorreu a sobreexpressdo de G3BP1 em comparagcdo com os grupos de controlo. Ampliagdo de
20x. (B) Quantificacdo do numero de células de Purkinje de animais sacrificados as 10 semanas ap0s
injecdo. Foi verificada uma tendéncia para a presenca de maior numero de células de Purkinje nos
animais injetados com G3BP1 em relag¢do aos grupos de controlo nos I6bulos IV-V e VIII, assim como
na totalidade do cerebelo. Os valores sdo apresentados como médias + SEM.
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A anélise das secgdes com coloracdo de cresil violeta permitiu observar uma possivel
diferenca na espessura da camada granular e molecular dos neurdnios presentes no cerebelo.
Os resultados observados indicam uma tendéncia para a preservacdo da integridade dos

neuronios em animais onde ha sobreexpressédo de G3BP1 (Figura 4.6).

SCA3 Q69 SCA3 Q69 LV-GFP SCA3 Q69 LV-G3BP1

Cresilo de violeta

Figura 4.6 — A sobreexpressdo de G3BP1 conduz a uma conservagao das camadas neuronais de
neurénios do cerebelo em murganhos com SCA3/MJD. Imagens representativas das seccdes
sagitais do cerebelo dos murganhos SCA3/MJD estudados, marcados com coloragéo cresilo de violeta.
Estéo representados os I6bulos VIII, 1X e X, onde parecem existir diferencas na espessura da camada
granular (GL) e molecular (ML) entre os animais injetados com G3BP1 e 0s grupos controlo.
Ampliacéo de 10x.
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5. DISCUSSAO

O principal objetivo deste projeto foi investigar se a sobreexpressdo de G3BP1 pode
aliviar o fendtipo motor e neuropatologico de murganhos transgénicos SCA3/MJD Q69. De
uma forma geral, se bem que com resultados moderados, verificou-se que esta possivel
estratégia terapéutica conduziu a uma melhoria da coordenacdo motora e da neuropatologia
observada no cerebelo deste modelo animal da SCA3/MJD. No entanto, serdo necessarios

mais estudos para aumentar o nimero de animais e de quantificacdes efetuadas.

A expressdo de proteinas que contrariam eventos toxicos envolvidos na patogénese
das doencas de poliglutaminas pode exercer efeitos terapéuticos. Deste modo, a
reversibilidade da via dos granulos de stress oferece novas oportunidades para estimular vias
bioquimicas enddgenas, com um potencial de permitir a reversdo e remoc¢do de agregados
patoldgicos e talvez atrasar a progressao da doenca (Vanderweyde et al., 2012; Wolozin,
2012). A relacdo entre a via dos granulos de stress e proteinas ligadas a doencas
neurodegenerativas sugere a existéncia de um papel relevante das vias comuns nestes
processos, como aquelas envolvidas no controlo da tradugdo. Como principais componentes
dos SGs, as proteinas ligantes de RNA destacam-se como potenciais novos alvos para

intervencdes terapéuticas em doencas neurodegenerativas.

Como mencionado anteriormente, a G3BP1 é uma proteina ligante de RNA com
diversas funcdes, entre as quais se distingue a capacidade de induzir a formacdo de SGs
guando sobreexpressa (Reineke et al., 2012; Reineke et al., 2015; N. Kedersha et al., 2016).
Para além disso, foi demonstrada a interacdo da G3BP1 com diversas proteinas, que modulam
a formacdo de SGs (N. Kedersha et al., 2016). Como parte da resposta ao stress, a inducéo de
SGs contribui para o controlo e inibicdo da traducdo de mRNA (Anderson & Kedersha, 2008;
Protter & Parker, 2016), de modo a responder ao dano induzido por stress (N. Kedersha &
Anderson, 2002). Tendo em conta estas evidéncias e os resultados referidos, a nossa hipotese
é que a sobreexpressdao de G3BP1 possa ter um papel neuroprotector, particularmente na
SCA3/MJD.

Existem alguns tipos de abordagens terapéuticas em desenvolvimento para tratamento
de doencas de poliglutaminas. Foram ja obtidos resultados promissores em estudos de
abordagens terapéuticas que atuam em processos patoldgicos precoces, como aquelas
abordagens que tém como objetivo a degradacdo ou bloqueio da transcricdo de proteinas

patogénicas, mas também estratégias que atuam na agregacdo proteica e na clivagem
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proteolitica. Por outro lado, as estratégias que contrabalancam deficiéncias nos mecanismos
de manutengdo da homeostasia proteica, na desregulacdo na traducgdo, nas disfuncGes a nivel
mitocondrial ou na sinalizacdo do calcio também tém gerado resultados positivos, com
melhorias nos fendtipos e neuropatologia associados a estas doencas (Matos et al., 2019).
Existem também algumas abordagens que tém como objetivo promover a neuroprotec¢do. Por
exemplo, as deficiéncias motoras e neuropatolégicas de dois modelos da SCA3/MJD
demonstraram melhorias apds a sobreexpressdo de um neuropétido Y mediada por lentivirus
(Duarte-Neves et al., 2015). Esta terapia pode ter sido causada pelo aumento dos niveis de
fatores neurotoficos acompanhado pela diminuigdo de varios marcadores neuroinflamatérios
(Duarte-Neves et al., 2015).

Recentemente, estudos genéticos utilizando modelos animais demonstraram o
potencial beneficio da manipulacdo das vias de RBPs. O knockdown de Atx2 aumentou em
80% o tempo médio de vida de um modelo animal de esclerose lateral amiotrofica, tendo por
base a sobreexpressdo de TDP43 wild-type (Becker et al.,, 2017). Por outro lado, a
sobreexpressdo de Atx2 num modelo transgénico de SCA3/MJD demonstrou melhorias na
neuropatologia e fen6tipo motor. No mesmo estudo, as muta¢fes nos motivos de ligacdo da
Atx2 ao PABP ou a sobreexpressdo de PABP conduziram ao aumento da agregacdo de Atx3
mutada. A sobreexpressdo de Atx2 em modelos da SCA3/MJD provou melhorar a

neuropatologia devido a sua interacdo com PABP (Ndébrega et al., 2015).

Os animais utilizados neste estudo foram obtidos a partir do cruzamento de murganhos
heterozigoticos SCA3/MDJ Q69 com animais wild-type. A obtencdo de animais suficientes
para o estudo demonstrou ser um processo demorado, com obtencdo de apenas cerca de 45%
de animais transgénicos por cada ninhada. Isto condicionou a obtencdo de um ndmero
suficiente de animais para permitir obter resultados estatisticamente significativos. Este
tornou-se um obstaculo particularmente relevante para a avaliacdo neuropatoldgica, onde
apenas analisaram-se 3 animais, uma vez que foi realizada numa fase mais tardia do processo

experimental.

O modelo transgénico utilizado neste estudo é caracterizado pela expressdo de uma
forma truncada da Ataxina-3 com 69 repeticdes de CAG, sendo direcionada por um promotor
especifico para as celulas de Purkinje (promotor L7) (Torashima et al., 2008). As células de
Purkinje estdo localizadas no cerebelo, que desempenha um papel importante na coordenacéo
de movimentos voluntarios, bem como na manutengéo da postura e equilibrio. Estes animais

transgénicos apresentam deficiéncias na marcha e equilibrio caracteristicas do fenétipo de
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ataxia cerebelar, associados a defeitos funcionais nas células de Purkinje (Torashima et al.,
2008). Neste estudo, os animais transgénicos foram injetados com 4-5 semanas de idade,
sendo que por volta das 3 semanas de idade ja exibiam um fenotipo de ataxia pronunciado. De
uma forma geral foi possivel observar uma melhoria do fen6tipo motor as 9 semanas apos
injecdo com G3BP1. Os murganhos transgénicos injetados com G3BP1 apresentaram uma
melhoria do desempenho motor mais relevante do que a apresentada pelos grupos controlo,
apresentando alivio do fendtipo especialmente nos testes de rotarod e natagdo. Por sua vez, a
analise das pegadas revelou diminui¢bes na largura da passada dos animais injetados com

G3BP1, indicando melhorias ao nivel da marcha e coordenacgdo motora.

Na mesma linha, a sobreexpressdo de G3BP1 é capaz de melhorar a neuropatologia no
modelo transgénico de SCA3/MJD, comprovado por uma tendéncia de diminui¢do do namero
de agregados de Atx3 e do volume de perda neuronal num modelo lentiviral no estriado de
SCA3/MJD (Tome, 2016). De acordo com esta e outras evidéncias, neste estudo foi possivel
observar melhorias em relacdo a patologia associada a SCA3/MJD. O modelo transgénico
utilizado apresenta incluses de Atx3 e atrofia severa do cerebelo com deficiéncias nas células
de Purkinje (Torashima et al., 2008). Com o0 objetivo de avaliar o efeito da sobreexpressao de
G3BP1 no resgate da neuropatologia nos animais transgénicos, foi analisado o numero de
células de Purkinje, o numero de agregados e a camada de neurénios do cerebelo, as 10
semanas apods injecdo. Os animais injetados com G3BP1 apresentaram uma diminuicdo do
namero de agregados de Ataxina-3, acompanhado de uma preservacdo do numero de células
de Purkinje em alguns lébulos. Apesar da auséncia de quantificacdo, a espessura da camada
granular e molecular de neurénios do cerebelo parece, também, estar melhor conservada nos
animais onde ocorre sobreexpressdo de G3BP1. Estas tendéncias ndo foram contudo,
observadas para todos os l6bulos, o que pode ser explicado pela possivel existéncia de
diferencgas nos niveis de transducédo da terapia, mas também pelo reduzido nimero de animais

incluidos nesta analise.

Num estudo do nosso grupo acima referido, foi avaliada a restauracdo dos niveis de
Atx2 pela sua expressdo lentiviral no mesmo modelo transgénico, apds o estabelecimento da
doenca (Nobrega et al., 2015). Esta sobreexpresséo foi capaz de restabelecer os niveis de Atx2
gue se encontravam diminuidos, conduzindo a uma melhoria do desempenho motor
comparado com 0s animais injetados com GFP. Por sua vez, a analise neuropatologica
revelou uma diminuicdo significativa do nimero de agregados e preservacao das células de

Purkinje nos lobulos cerebelares onde ocorreu transducdo da Atx2 (Nobrega et al., 2015).
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Noutro estudo, o silenciamento especifico do alelo de Ataxina-3 mutante melhorou o
fendtipo do mesmo modelo transgénico, comprovado por testes de pegadas e atividade
(Nobrega et al., 2013b). Mas também melhorou o desempenho destes animais no teste de
rotarod desde as 4 semanas apés injecdo com um short-hairpin contra a Atx3 mutada
(shAtx3). Ainda assim, este desempenho demonstrou estar longe daquele demonstrado por
animais wild-type, correspondendo a uma preservacdo do desempenho que é relevante,

quando comparada com o declinio dos grupos controlo (Nobrega et al., 2013b).

Este modelo transgénico foi também utilizado para testar o efeito da beclina-1, um
ativador da autofagia, no comportamento motor (Nascimento-Ferreira et al., 2013). Neste
estudo, os efeitos neuroprotetores da beclina 1 revelaram ser dependentes do periodo de
intervencdo e do estagio da doenca. Num mesmo periodo de 10 semanas, 0 modelo
transgénico demonstrou resultados modestos comparativamente aqueles obtidos com o
modelo da SCA3/MJD baseado em lentivirus (Nobrega et al., 2013a), que apresentou
resultados equiparaveis a animais wild-type na maioria dos parametros avaliados. Tal como no
nosso estudo, a sobreexpressdo de beclina-1 foi aplicada no modelo transgénico que mimica o
estagio tardio da doenca no momento da injecdo. Ainda assim, esta terapia foi capaz de
conduzir a uma recuperacdo parcial do fenétipo, com melhorias na marcha, no equilibrio e na
coordenacao motora (Nascimento-Ferreira et al., 2013). No nosso estudo, a sobreexpressao de
G3BP1 ndo foi capaz de reverter completamente o fenétipo da SCA3/MJD. Isto pode ser
explicado pelo facto da injecdo com G3BP1 ter sido realizada num estagio tardio (4-5
semanas de idade). Por outro lado, a duragdo do estudo pode néo ter condicionado os efeitos
terapéuticos neste modelo transgénico. Tal como para a beclina-1, os efeitos da
sobreexpressdo de G3BP1 ndo chegaram a ser avaliados para longos periodos de tempo hum

estadio de doenga avancado.

Em termos neuropatoldgicos, foi testada a sobreexpressdo de beclina-1 em estadios
distintos (Nascimento-Ferreira et al., 2013). A administracdo precoce de beclina-1 foi capaz
de prevenir o desenvolvimento de neuropatolgia a proteger as células neuronais, enquanto a
injecdo tardia ndo foi capaz de prevenir danos celulares. Esta intervencdo causou apenas
melhorias neuropatoldgicas, especialmente no modelo transgénico, em que ja se verificava
atrofia cerebelar. A expressdo de beclina-1 no modelo transgénico demonstrou a capacidade
de preservar as arboriza¢Ges dendriticas de células de Purkinje, assim como de atrasar a

progressdo da atrofia cerebelar, observada pelo aumento da respetiva camada molecular
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(Nascimento-Ferreira et al., 2013). Apesar de esta estratégia ndo ser especificamente
neuroprotectora foi capaz de produzir resultados positivos neste modelo da SCA3/MJD.

Em suma, os nossos resultados demonstraram que a sobreexpressdao de G3BP1 pode
exercer efeitos positivos no cerebelo de murganhos transgénicos SCA3/MJD Q69. A
sobreexpressdo desta RBP é capaz de conduzir a uma melhoria do fen6tipo e neuropatologia
neste modelo da SCA3/MJD. Assim, a injecdo com G3BP1 por vir a constituir uma terapia
promissora para esta e outras doencas de poliglutaminas. No entanto, estudos adicionais sao

necessarios para comprovar esta hipotese.
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6. CONCLUSAO E PRESPETIVAS FUTURAS

Neste estudo foi possivel verificar que a sobreexpressdo de G3BP1 é capaz de
melhorar as deficiéncias motoras e neuropatoldgicas associadas a SCA3/MJD, embora 0s
resultados sejam bastante moderados, sobretudo em comparacdo com dados no modelo
lentiviral de SCA3/MJD. Assim, o tratamento com G3BP1 pode constituir um bom candidato
para terapias que atrasem a progressdo da SCA3/MJD e, possivelmente, outras doencas de
poliglutaminas. Este paradigma experimental permite, também, uma avaliacdo detalhada da

evolugdo comportamental motora deste modelo transgénico ap0s a terapia.

As nossas observacdes a nivel de comportamento de murganhos com SCA3/MJD
permitiram concluir que a sobreexpressdao de G3BP1 conduz a uma melhoria do fendtipo

motor, quer a nivel de coordenacdo motora, quer a nivel do equilibrio e marcha.

Sandra Tomé, 2016 em “Insights into the role of stress granules in spinocerebellar
ataxias” reportou que a sobreexpressdo de G3BP1 num modelo lentiviral de murganhos
SCA3/MJD conduz a uma reducéo significativa dos agregados de ubiquitina e preservacao do
marcador neuronal DARPP-32. Estes resultados estdo de acordo com 0 nosso estudo no
sentido em que foi possivel observar um efeito neuroprotetor da G3BP1, avaliada pela
tendéncia para a diminuicdo dos agregados de Ataxina-3 e pela preservacdo das células de
Purkinje. No entanto, a sobreexpressao de G3BP1 néo foi capaz de resgatar completamente 0s

defeitos neuropatoldgicos nos animais transgénicos.

Em estudos futuros, seria importante avaliar a area de cerebelo transduzida com esta
terapia, avaliando os l6bulos onde se verifica a presenca de G3BP1 e/ou GFP, de modo a
associar esta terapia aos achados neuropatogicos observados nos lébulos afetados pela mesma.
Também seria interessante avaliar o efeito da injecdo de G3BP1 em estagios mais precoces,
onde a doenca e os sintomas desta ndo estejam tdo avancados. Esta abordagem pode ter mais
hipoteses de reverter o fen6tipo da SCA3/MJD, pois pode dar origem a efeitos mais eficazes e
persistentes. Por outro lado, seria importante verificar a evolucdo desta terapia durante um
periodo mais alargado, para que o tratamento possa atingir o maximo do seu potencial,
durante um estégio patoldgico severo. Outra variavel a considerar pode ser a administracao de

multiplas injegdes, com o objetivo de aumentar a area transduzida.

De forma a obter mais dados, estamos correntemente a recolher e processar as
amostras histologicas dos animais que ndo foram incluidos neste estudo, por motivos de

limitacdo de tempo. Outra abordagem a concretizar no futuro serd a quantificacdo das
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camadas granular e molecular do cerebelo, de forma a avaliar alteragdes na atrofia cerebelar
dos animais tratados. A diminuicdo de Ataxina-3 pode ser futuramente quantificada através da
técnica de Western Blot e de PCR quantitativo (QPCR), através da homogeneizacdo do
cerebelo. O potencial terapéutico da G3BP1 pode ser também avaliado pela medi¢do por
gPCR dos niveis de indicadores de neuroprotec¢do e imunomodela¢do, como neurotrofinas e

interleucinas (ILs), respetivamente.
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ANEXQOS

Coorte | Gaiola | Género | Marca | Genotipo Coorte | Gaiola | Género | Marca | Gen6tipo
1 137 F 1R WT * 168 M 1L Tg
137 F 1L Tg 7 168 M 1R WT
5 139 F 1R WT 168 M 1R1L WT
139 F 1RI1L Tg 168 M 2R WT
151 F 1R Tg 173 F 1R Tg
151 F 1L Tg 174 F 1R WT
3 151 F 2R Tg 174 F 1L Tg
151 F 2L WT 8 174 F 1R1L WT
151 F 1RI1L WT 175 M 1R Tg
153 F 1L WT 175 M 1L Tg
153 F 1R Tg 175 M 1R1L WT
4 153 F 1R1L WT 9 176 F 1R Tg
154 M 1R WT 177 M 1R WT
154 M 1L Tg 178 F 1R Tg
154 M 1R1L WT 178 F 1L Tg
164 F 1L Tg 178 F 1R1L WT
164 F 2R WT 178 F 2R Tg
5 165 M 1R WT 10 179 M 1R Tg
165 M 1RI1L WT 179 M 1L WT
165 M 2L Tg faleled 179 M 1R1L WT
166 F 1R WT 179 M 2R Tg
166 F 1L WT 179 M 2L WT
166 F 1R1L WT
167 M 1L WT
6 167 M 2R WT
167 M 2R1L WT
167 M 1R Tg
167 M 2L Tg **
167 M 1R1L Tg

Anexo 1 — Resultados da genotipagem de animais resultantes do cruzamento de murganhos
transgénicos machos heterozigéticos (+/-) com fémeas C57BL/6 wild-type. De forma a diferenciar
os murganhos de cada coorte/gaiola e permitir a extracdo de material genético foi realizada a marcacao
dos animais pela recolha de furos das orelhas. * - morreu; ** - sacrificio ap6s cirurgia estereotaxica;
*** _ utilizado para cruzamento. Abreviaturas: F, fémea; M, macho; R, direita; L, esquerda; Tg,
transgénico; WT, wild-type.
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Anexo 2 — Teste rotarod. Os murganhos foram colocados hum aparelho de rotarod a uma velocidade
constante (5rpm, durante 5 minutos) e foi registada a sua laténcia em cair. Os pontos representam a
média dos valores registados em segundos (s). SCA3 + G3BP1 (n=7), SCA3 + GFP (n=7), SCA3
(n=7) e wild-type (n=26).
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Anexo 3 — Teste de natacdo. Os murganhos foram largados numa extremidade de tanque de vidro até
subirem para uma plataforma colocada no lado oposto, registando o tempo que demoravam a subir a
plataforma colocada na outra extremidade. Os valores sdo apresentados como médias dos valores
obtidos em segundos (s). SCA3 + G3BP1 (n=7), SCA3 + GFP (n=7), SCA3 (n=7) e wild-type (n=26).
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Anexo 4 — Teste de equilibrio em barras. Os murganhos foram posicionados huma barra de 1,8 cm
de largura (A) e numa barra de 1 cm de largura (B) e foi registado o tempo médio que cada murganho
demora a atravessar cada barra de maneira a chegar a uma casa de abrigo, colocada na outra
extremidade. Os valores sdo apresentados como médias dos valores obtidos em segundos (s). SCA3 +
G3BP1 (n=7), SCA3 + GFP (n=7), SCA3 (n=7) e wild-type (n=26).
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Anexo 5 — Teste de pegadas. Os membros dianteiros e traseiros dos murganhos foram pintados com
tintas de diferentes cores e foram colocados numa pista estreita de modo caminharem em linha reta,
registando as pegadas em papel. Os valores sdo apresentados como médias + SEM, em milimetros
(mm). SCA3 + G3BP1 (n=7), SCA3 + GFP (n=7), SCA3 (n=7) e wild-type (n=26).

82





