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RESUMO 

 As doenças de poliglutaminas são um grupo de nove doenças neurodegenerativas raras 

causadas por uma expansão anormal do trinucleótido CAG no gene causador, que codifica um 

segmento de poliglutaminas expandido na respetiva proteína. Estas proteínas tendem a 

agregar, formando agregados de proteína insolúveis, que é uma característica neuropatológica 

das doenças de poliglutaminas. Os mecanismos moleculares da patogénese de doenças de 

poliglutaminas ainda não são completamente compreendidos. Além disso, atualmente não 

estão disponíveis opções terapêuticas para estas doenças raras, que parem ou atrasem a sua 

progressão e que infelizmente culmina com a morte dos doentes. 

 A regulação da expressão genética é um processo crucial através do qual as células 

eucarióticas respondem e adaptam-se a diferentes estímulos. Quando os mRNAs sofrem 

transcrição, eles são sujeitos a alterações que controlam a tradução e estabilidade do mRNA, 

eventos que são regulados por proteínas ligantes de RNA (RBPs). Os eventos de 

processamento de RNA desempenham um papel fundamental na regulação do 

desenvolvimento cerebral e funcionamento normal, o que significa que defeitos no 

metabolismo do RNA podem levar a comprometimentos neuronais e sinápticos, que podem 

acabar por desencadear patologias. Refletindo esta importância, mais de 50% dos RBPs 

conhecidos são expressos no cérebro, onde estão envolvidos em diferentes processos como 

splicing alternativo, transporte, localização, estabilidade e tradução de RNAs. 

O nosso objetivo neste projeto foi estudar o impacto da sobreexpressão de G3BP1 

num modelo transgénico de doenças de poliglutaminas. Foi possível verificar que o 

cruzamento de murganhos heterozigóticos SCA3/MDJ com animais wild-type gera 

murganhos transgénicos. Estudos in vivo revelaram que a sobrexpressão de G3BP1 conduz à 

melhoria do fenótipo motor e da neuropatologia de murganhos com SCA3/MJD. Em 

conclusão, estes resultados sugerem que a sobreexpressão de G3BP1 apresenta um efeito 

neuroprotetor. No entanto, são necessários mais estudos para compreender o mecanismo 

molecular responsável por este efeito. 

 

Palavras-chave: proteínas ligantes de RNA; grânulos de stress; agregação; 

neurodegeneração; doenças 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 mRNAs 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. INTRODUÇÃO 

1.1 - Neurodegeneração e agregação 

De uma forma geral as doenças neurodegenerativas estão ligadas ao envelhecimento, 

afetando o sistema nervoso central e os seus neurónios, como na doença de Alzheimer, na 

esclerose lateral amiotrófica, na demência frontotemporal, na doença de Parkinson ou na 

doença de Huntington. Estas patologias apresentam características e sintomas muito diversos, 

mas todas elas demonstram a acumulação de proteínas defeituosas (mal conformadas) nas 

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

O modelo clássico de agregação proteica patológica das doenças neurodegenerativas 

baseia-se na ação de massas e minimização de energia (Jarrett & Lansbury, 1993; Dobson, 

2003). Segundo este modelo (Figura 1.1), as proteínas ficam suscetíveis à agregação, 

inicialmente como monómeros, adquirindo uma conformação defeituosa, dando origem a uma 

oligomerização aleatória que culmina na formação de fibrilhas. Esta agregação proteica 

ocorre como uma reação química indesejada, uma vez que os seus produtos causam 

toxicidade, que pode conduzir a morte celular e inflamação. A diminuição da acumulação de 

oligómeros e fibrilhas é promovida pela degradação dos mesmos por ação de múltiplas 

proteínas chaperonas, assim como por ação do sistema autofágico e da ubiquitina-proteasoma 

(Bandyopadhyay & Cuervo, 2007; Powers et al., 2009). 

 

Figura 1.1 – Modelo clássico de agregação patológica de proteínas. As proteínas ligadas a doenças 

neurodegenerativas são alvo da oligomerização de monómeros que sofrem uma transição 

conformacional para estruturas fibrilhares. As proteínas chaperonas, a via autofágica ou o sistema 

ubiquitina-proteasoma podem limitar este processo, evitando a toxicidade celular. Adaptado de (Y 

Nagai et al., 2007) 
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Durante muitos anos, pensou-se que os processos patológicos que levam à acumulação 

de agregados em doenças neurológicas resultavam principalmente da agregação não-

fisiológica de proteínas. Do mesmo modo, presumiu-se que estas acumulavam-se devido a 

deficiências progressivas ligadas ao envelhecimento, nomeadamente a uma disfunção dos 

sistemas proteostáticos, como a via autofágica e o sistema da ubiquitina-proteasoma. No 

entanto, nos últimos anos, este tema tem sido revolucionado pela caracterização biológica da 

resposta do metabolismo de RNA ao stress. Esta resposta ao stress aparenta ter um papel 

importante na patofisiologia das doenças neurodegenerativas, particularmente na esclerose 

lateral amiotrófica, demências frontotemporais e doença de Alzheimer (Shukla & Parker, 

2016; Vanderweyde et al., 2016).   

  

1.1.1 - Doenças de Poliglutaminas 

 Diversas doenças neurodegenerativas são causadas por repetições anormais de 

aminoácidos em determinadas proteínas que, de outra forma, nomeadamente na sua função 

não estão relacionadas (Zoghbi & Orr, 2000). Quando estas repetições são expandidas para 

além de um limite crítico dão origem a diversas doenças, destacando-se as doenças de 

poliglutaminas, que são causadas por repetições consecutivas do trinucleótido citosina-

adenina-guanina (CAG) na região codificadora dos genes causadores das doenças (Cummings 

& Zoghbi, 2000). O grupo de doenças de poliglutaminas é formado por, pelo menos, nove 

patologias: doença de Huntington, atrofia dentatorubro-palidoluisiana, atrofia muscular bulbo-

espinhal e várias ataxias espinocerebelosas (SCAs), dos tipos 1, 2, 3, 6, 7 e 17 (Zoghbi & Orr, 

2000). 

 Estas patologias apresentam algumas semelhanças, incluindo uma neurodegeneração 

progressiva num conjunto de neurónios específico para cada doença, assim como a presença 

de agregados de proteínas insolúveis (Nóbrega et al., 2015). Atualmente sabe-se que a 

expansão de cadeias de poliglutaminas em cada uma das proteínas associadas a estas doenças 

neurodegenerativas altera a conformação das proteínas desencadeando a sua agregação 

patológica (Shao & Diamond, 2007). No entanto, ainda existem dúvidas acerca do mecanismo 

que origina a vulnerabilidade neuronal em cada doença. As alterações da função normal da 

proteína mutada e o ganho de função tóxica são fatores que podem estar interligados para 

tentar dar uma resposta a estas dúvidas. 
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Diversas hipóteses para o mecanismo patológico das doenças de poliglutaminas 

incluem a perturbação na regulação molecular da expressão genética a nível transcripcional, 

atribuída às proteínas mutadas; assim como o empacotamento incorreto, acumulação e 

agregação das proteínas expandidas, que perturbam o equilíbrio de RNA e a homeostasia 

proteica (Shao & Diamond, 2007; Matos et al., 2019). O papel dos agregados na patologia 

molecular das doenças de poliglutaminas é um aspeto controverso, mas diversos estudos 

sugeriram que contribui para a patogénese destas doenças (Paulson et al., 1997; Bichelmeier 

et al., 2007) através de alterações da transcrição (McCampbell et al., 2000; F Li et al., 2002) 

ou perturbação da função e organização nuclear (Sun et al., 2007). No entanto, existem 

evidências contraditórias 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 / Doença de Machado-Joseph  

 A ataxia espinocerebelosa do tipo 3 (SCA3), também conhecida como doença de 

Machado-Joseph, é uma doença neurodegenerativa hereditária autossómica dominante 

progressiva (Durr et al., 1996). Esta patologia é a segunda doença de poliglutaminas mais 

comum (Nóbrega et al., 2015), mas é a ataxia espinocerebelosa autossómica dominante mais 

comum no mundo (Durr et al., 1996; Schöls et al., 2004; Riess et al., 2008). A sua frequência 

relativa é mais alta em países como o Brasil (Jardim et al., 2001), Portugal (Silveira et al., 

1998; Vale et al., 2010) ou Japão (Maruyama et al., 2002; Shibata-Hamaguchi et al., 2009), 

mas também em países como o Canadá (Kraft et al., 2005), EUA (Moseley et al., 1998) ou 

Austrália (Storey et al., 2000). No entanto, a SCA3/MJD apresenta maior prevalência a nível 

mundial nos Açores, com cerca de 1: 140 doentes na ilha de Flores (Sudarsky & Coutinho, 

1995). 

 A SCA3/MJD é causada por uma expansão anormal de repetições CAGs na zona 

codificadora do gene ATXN3/MJD1 localizado no cromossoma 14q32.1, que origina numa 

cadeia expandida de poliglutaminas na região codificante da proteína Ataxina-3 (Atx3) 

(Takiyama et al., 1993; Kawaguchi et al., 1994). A Ataxina-3 é uma enzima desubiquitinante 

envolvida na proteólise mediada pela ubiquitina (Doss-Pepe et al., 2003), com implicações na 

regulação da tradução, do citoesqueleto e do transporte vesicular (Weissman, 2001; 

Mazzucchelli et al., 2009; Rodrigues et al., 2010). A Ataxina-3 mutante pode conter na sua 
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sequência 55-84 glutaminas consecutivas, em contraste com a proteína normal que tem 10-51 

glutaminas (Maciel et al., 2001) (Figura 1.2). 

 

 

Figura 1.2 – Domínios estruturais da proteína Ataxina-3. A Ataxina-3 tem um domínio catalítico 

(Josephin) no terminal-N (com os aminoácidos C, H e N), responsável pela sua atividade de 

isopeptidase, e 2 sinais de exporte nuclear (NES). No terminal-C, tem 3 motivos de interação com a 

ubiquitina (UIMs), um sinal de localização nuclear (NLS) e uma região rica em poliglutaminas. Está 

representada a amplitude da cadeia de poliglutaminas desde o estado normal até à condição patológica. 

Adaptado de (Evers et al., 2014). 

 

Apesar da causa genética da SCA3/MJD estar claramente definida, os mecanismos 

neurodegenerativos que estão subjacentes à doença ainda não estão completamente 

compreendidos. Admite-se que expansão de poliglutaminas confere um ganho de função 

tóxica à Ataxina-3 expandida, levando à formação de inclusões neuronais intranucleares, 

assim como à disfunção e degeneração neuronal observadas (Schmidt et al., 1998; Schöls et 

al., 2004; Orr & Zoghbi, 2007). Esta neurodegeneração envolve o comprometimento 

estrutural e funcional de diversas zonas cerebrais, incluindo o núcleo dentado (no cerebelo), 

núcleos da ponte, o estriado, a substantia nigra, os núcleos do nervo motor cranial, mas 

também a espinal medula (Sudarsky & Coutinho, 1995; Durr et al., 1996; Maciel et al., 2001). 

A principal característica clínica da SCA3/MJD é a ataxia progressiva, uma disfunção 

da coordenação motora que pode afetar a visão, o discurso, a marcha e o equilíbrio (Sudarsky 

& Coutinho, 1995; Riess et al., 2008), apesar de a doença ser também caracterizada por vários 

sinais piramidais associados a uma síndrome extrapiramidal distónica-rígida e/ou amiotrofia 

(Fowler, 1984; Durr et al., 1996; Schöls et al., 2004). Assim, a SCA3/MJD é caracterizada por 

um amplo espectro de sintomas incluindo ataxia, instabilidade postural, rigidez, distonia, 

amiotrofia, deficiências 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 doença inclui ainda disfagia e perda de 

peso levando, em casos graves, a morte prematura (Fowler, 1984; Sudarsky & Coutinho, 
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1995; Durr et al., 1996). No entanto, mesmo com os importantes avanços feitos nos últimos 

anos, ainda não existem tratamentos para esta patologia. 

A enorme variedade de fenótipos clínicos existente realça a heterogeneidade desta 

doença, o que levou ao reconhecimento de diferentes subtipos de SCA3/MJD, tendo em conta 

a apresentação dos sintomas (Durr et al., 1996; Maciel et al., 2001; Riess et al., 2008): doença 

de início precoce com sinais extrapiramidais e espasticidade mas ataxia mínima; ataxia 

progressiva na meia-idade; ataxia de início tardio acompanhada por neuropatia, amiotrofia e 

perda de reflexos; e parkinsonismo com ou sem ataxia (Riess et al., 2008). Esta variabilidade 

nas características patológicas pode, também, ser parcialmente atribuída a diferenças no 

tamanho das expansões de repetições de poliglutaminas. Sendo que, maiores expansões 

originam sintomas neurológicos 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 doenças de poliglutaminas, 

incluindo a toxicidade celular associada à expansão do gene ATXN3/MJD1 que resulta na 

expressão da Ataxina-3 expandida, sendo que recentemente tem sido descrita a hipótese de 

que os mRNAs expandidos podem ser tóxicos por si próprios (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 alterações afetam vários sistemas, incluindo vias de degradação proteica, 

regulação de transcrição genética, resposta celular ao stress, organização do citoesqueleto, 

mitocôndria e componentes responsáveis pela manutenção da homeostasia do cálcio (Shao & 

Diamond, 2007). As propriedades da Ataxina-3 podem também estar alteradas por 

modificações pós-transducionais, tais como o processamento proteolítico ou fosforilação que, 

por sua vez, modulam a toxicidade da proteína (Matos et al., 2016). 
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Figura 1.3 – Mecanismo da patogénese celular na SCA3/MJD. A expansão anormal de 

poliglutaminas nas proteínas mutantes da Ataxina-3 conduz a uma cascata de eventos, incluindo a 

disfunção 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 doença. (Evers et al., 2014) 

 

A Ataxina-3 é uma proteína preferencialmente citoplasmática, cuja expressão foi 

detetada praticamente em todas as regiões do cérebro (Paulson et al., 1997; Schmidt et al., 

1998). No entanto, a expansão da cadeia de poliglutaminas despoleta alterações 

conformacionais, que impedem o correto empacotamento da proteína (Masino et al., 2003; Y 

Nagai et al., 2007). Em situações de stress celular, como o observado na SCA3/MJD, estas 

alterações causam agregação de proteínas mutadas e a sua acumulação no núcleo em zonas 

neuronais específicas (Paulson et al., 1997). Esta realocação nuclear parece contribuir para a 

toxicidade da Ataxina-3 expandida (Bichelmeier et al., 2007), mas continua pouco claro como 

é que a presença no núcleo contribui para este efeito. De facto, diversos estudos in vitro e in 

vivo sugerem que esta agregação é necessária para que se dê a disfunção e degeneração 

associadas à doença  (Bichelmeier et al., 2007; Y Nagai et al., 2007). Mesmo assim, não 

existe uma correlação clara entre a presença de agregados e a neurodegeneração, parecendo 

que estes não são suficientes para causar degeneração (Trottier et al., 1998; Warrick et al., 

1998; Boy et al., 2010; Silva-Fernandes et al., 2010). 
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Nos últimos anos, diversos estudos identificaram diferentes mecanismos moleculares e 

vias celulares que estão desreguladas na SCA3/MJD. Entre estes destacam-se processos de 

autofagia, proteólise e modificações pós-tradução. A partir destes estudos foi possível 

identificar novos alvos terapêuticos, tendo alguns já sido comprovadamente bem-sucedidos 

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

 

1.2 - Grânulos de RNA 

Os grânulos de RNA, ou grânulos de ribonucleoproteínas (RNPs), são complexos 

macromoleculares que contêm proteínas ligantes de RNA (RBPs), maquinaria translacional e 

diversos mRNAs, que se formam em resposta a sinais extra e intracelulares (Krichevsky & 

Kosik, 2001). Estes grânulos partilham componentes proteicos comuns, mas cada tipo de 

grânulo de RNA contém uma população distinta de proteínas e desempenha funções 

diferentes. A classificação dos grânulos de RNA varia de acordo com a sua localização, 

composição e funções propostas, englobando grânulos de stress (stress granules em inglês, 

SGs), corpos de processamento (processing bodies em inglês, PBs), entre outros (resumido na 

Tabela 1.1). 

 

Tabela 1.1 – Classificação de grânulos de RNA citoplasmáticos 

Tipo de grânulo 

de RNA 
Funções Referência 

Grânulos de stress (SG) 
Resposta ao stress em mamíferos; reprogramação 

da tradução de RNA 

(Anderson & Kedersha, 

2008; Nancy Kedersha & 

Anderson, 2009) 

Corpos de 

processamento (PBs) 
Degradação de RNA (N. Kedersha et al., 2005) 

Grânulos de RNA 

neuronais 

Transporte de transcritos reprimidos para a 

sinapse dos neurónios 

(Krichevsky & Kosik, 

2001) 

Grânulos de 

armazenamento 

Armazenamento de mRNAs num estado de 

repressão; encaminhamento de mRNAs para 

ativação, repressão ou inibição 

(R Parker & Sheth, 2007; 

Nancy Kedersha & 

Anderson, 2009) 

Grânulos dependentes 

da atividade 

Síntese proteica dependente da atividade; 

plasticidade sináptica, habituação e memória 
(Hoeffer & Klann, 2010) 
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Para além dos grânulos citoplasmáticos, os grânulos podem ser encontrados no núcleo, 

sendo os mais bem caracterizados os nucléolos (Savino et al., 2001), os corpos de Cajal 

(Nizami et al., 2010), os agregados granulares inter-cromatínicos (speckles) (Spector & 

Lamond, 2011), paraspeckles (Bond & Fox, 2009), corpos PML (do inglês, promyelocytic 

leukaemia) (Bernardi & Pandolfi, 2007). Os SGs, apesar de maioritariamente citoplasmáticos, 

também se podem formar no núcleo, onde são chamados de corpos de stress nucleares, tendo 

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

 

1.2.1 - Grânulos de stress 

Os SGs são um tipo de grânulo de RNA que surge em resposta a diferentes condições 

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 existência noutras plantas, protozoários, leveduras, C. elegans, 

drosófila e células de mamíferos (Thomas et al., 2011; Gutierrez-Beltran et al., 2015). Estes 

grânulos também foram estudados em vários modelos, desde linhas de células imortalizadas 

até células primárias, tecidos animais e amostras de doentes (Brown et al., 2011; 

Vanderweyde et al., 2012; Ghosh & Geahlen, 2015). 

O termo “grânulo de stress”, historicamente, era usado para descrever partículas 

citoplasmáticas que contêm mRNAs poli-adenilados, proteína de ligação a poli(A) (PABP) e 

antigénios intracelulares de células T1 (TIA1) (NL Kedersha et al., 1999; N. Kedersha et al., 

2000). Mais recentemente, uma análise composicional dos SGs mais ampla revelou que os 

componentes essenciais dos SGs são complexos de RNPs mensageiras (mRNPs), incluindo 

complexos de pré-iniciação (PICs) com tradução bloqueada, que consistem em subunidades 

ribossomais pequenas (40S), mRNAs e fatores de iniciação de tradução (N. Kedersha et al., 

2002; Markmiller et al., 2018). No entanto, atualmente sabe-se que os principais componentes 

dos SGs são RBPs e mRNAs não-polissomais, que interagem entre si para formar estruturas 

micrométricas através de interações multivalentes, responsáveis pelas suas propriedades 

semelhantes a líquidos (Nunes et al., 2019). Os SGs são compartimentos fribrilo-granulares 

irregularmente moldados produzidos transientemente (Mahboubi & Stochaj, 2017). O seu 

tamanho pode variar entre 100 a 1000nm de diâmetro nas células de mamíferos, mas 

apresentam tipicamente 200 a 400 nm (Wolozin & Ivanov, 2019). 
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Durante o envelhecimento, os neurónios são expostos a um nível aumentado de stress 

oxidativo e de outros tipos (Vanderweyde et al., 2013). Desta forma, com a idade, dá-se um 

aumento da expressão 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 dinâmica, composição e tamanho 

dependem do tipo de stress e da respetiva intensidade e duração (Buchan et al., 2011; Thomas 

et al., 2011; Aulas & Vande Velde, 2015; Aulas et al., 2017). Para além disso, podem ocorrer 

transformações destes SGs com a progressão da resposta (Thomas et al., 2011) (Vanderweyde 

et al., 2013). Em estudos nos quais se impede a maturação dos SGs por agentes inibidores dos 

microtúbulos é evidenciada a incorporação sequencial de componentes (Fujimura et al., 2009; 

Kolobova et al., 2009). Por sua vez, os SGs induzidos por vírus podem demonstrar uma 

alteração progressiva na composição como consequência 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 - Funções dos grânulos de stress 

As células eucariotas respondem a condições prejudiciais ativando um conjunto de 

mecanismos conservados que têm como propósito reestabelecer a homeostasia celular. A 

resposta ao stress envolve a repressão traducional de proteínas não-housekeeping e o 

aprisionamento de transcritos de mRNA não relevantes para a resposta ao stress nos SGs 

(Anderson & Kedersha, 2008; Protter & Parker, 2016). A inibição de tradução permite poupar 

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

Diversos estudos demonstraram que os SGs recrutam proteínas que estão envolvidas 

em vias de sinalização que influenciam o metabolismo e sobrevivência celulares (W Li et al., 

2004; WJ Kim et al., 2005). Durante esta resposta ao stress, ocorrem mudanças na tradução 

para gerar proteínas com função protetora de forma rápida (N. Kedersha et al., 2000). O 

padrão exato de tradução ou degradação depende do stress aplicado (Munchel et al., 2011). 

As alterações da tradução, por sua vez, ativam vias bioquímicas específicas e influenciam o 

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

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

2002), que selecionam de forma dinâmica mRNAs para reiniciação, armazenamento ou 
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degradação, podendo ser necessária para a tradução de mRNAs anti-apoptóticos, como 

respostas a situações de stress (N. Kedersha et al., 2013). Do mesmo modo, a reprogramação 

da expressão proteica induzida por stress também inclui a estabilização ou destabilização de 

certos mRNAs. Assim, a reprogramação pós-transcricional da tradução de mRNAs 

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

É, assim, claro o papel dos SGs como pontos de sinalização transiente que regulam a 

resposta a uma variedade de estímulos (Souquere et al., 2009; Ghisolfi et al., 2012). A 

formação de SGs tem grandes vantagens para a fisiologia celular, como a minimização do 

consumo de energia, o controlo proteico e melhoria da sobrevivência celular em condições 

prejudiciais (Arimoto et al., 2008; Panas et al., 2016).  

 

1.2.1.2 - Formação de grânulos de stress 

O contexto celular é importante na formação de SGs, uma vez que influencia a 

composição e função destes. As condições indutoras de SGs incluem a privação de nutrientes, 

choque térmico, inibição do proteassoma, bem como stress oxidativo, osmótico e genotóxico, 

como a radiação ultravioleta (UV) (Pothof et al., 2009; Thomas et al., 2011; N. Kedersha et 

al., 2013). A resposta ao stress nas células eucarióticas envolve a ativação de mecanismos de 

defesa que podem promover a sobrevivência celular ou iniciar a apoptose, o que também 

depende do tipo de stress aplicado (Tabela 1.2). Os SGs formam-se como mecanismo de 

defesa anti-apoptótico, por exemplo, após tratamento com stress de choque térmico ou 

arsenito de sódio, que causam múltiplos tipos de stress, como o stress oxidativo (NL 

Kedersha et al., 1999). 

Tabela 1.2 – Resposta celular a diferentes tipos de stress  

Agentes anti-apoptóticos 
 

  
Hipóxia Choque térmico 

Stress oxidativo 

(Arsenito de sódio) 

 Agentes apoptóticos 

     
Raios-X e 

irradiação UV 

Genotoxinas  

(ex.: MMS) 

Peróxido de 

hidrogénio (H2O2) 
Stress osmótico 

(ex.: sorbitol) 

Fármacos 

quimioterapêutico 

(ex.: etoposido) 

Abreviaturas: UV, ultravioleta; MMS, Metilmetanossulfonato. Baseado em (Arimoto et al., 2008) 
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A formação de SGs é caracterizada por uma agregação proteica regulada e reversível, 

que contrasta com a formação de vesículas, o principal mecanismo de consolidação de 

moléculas (NL Kedersha et al., 1999). Uma vez que os SGs se dissolvem rapidamente após a 

remoção do stress, pensa-se que estes servem como locais temporários de armazenamento e 

triagem de mRNA (Anderson & Kedersha, 2008). De facto, os SGs formam-se entre minutos 

a horas em resposta ao stress e desaparecem de forma igualmente rápida (NL Kedersha et al., 

1999). A natureza dinâmica dos SGs depende do equilíbrio entre os seus componentes e o 

citoplasma. 

Os SGs estão em equilíbrio dinâmico com os polissomas (N. Kedersha et al., 2000), 

que são agrupamentos de ribossomas citoplasmáticos com tradução ativa. Em resposta ao 

stress, os polissomas são desassociados, causando um aumento do pool de mRNPs não-

traduzidos, o que favorece a formação de SGs (N. Kedersha et al., 2000). Por sua vez, o 

aumento de mRNPs associados a polissomas desfavorece a formação de SGs (N. Kedersha et 

al., 2000). A formação de SGs está fortemente ligada ao estado da tradução da célula, o que os 

distingue dos restantes grânulos de RNA (Wolozin & Ivanov, 2019). 

A formação de SGs é um processo com várias etapas (Wheeler et al., 2016), recebendo 

sinais de diversos processos celulares, incluindo a tradução, a dinâmica do citoesqueleto e o 

transporte núcleo-citoplasma (Rajgor & Shanahan, 2014; Protter & Parker, 2016). Este 

processo pode ser iniciado por múltiplas vias, sendo tipicamente induzido pela repressão da 

tradução de proteínas (Thomas et al., 2011). A iniciação da tradução é principalmente 

regulada por duas vias de sinalização, que também regulam a dinâmica dos polissomas e SGs. 

Uma delas é dependente da fosforilação do fator de iniciação eucariótico 2α (eIF2α) e outra 

depende da formação do complexo do fator de iniciação eucariótico 4F (eIF4F) (Thomas et al., 

2011). No entanto, a grande variedade de diferentes tipos de stress e de células, sugere a 

existência de uma rede muito mais vasta de vias de sinalização que regulam a síntese proteica 

e dinâmica entre SGs e polissomas. 

 

1.2.1.2.1 - Formação canónica de grânulos de stress 

A maioria das condições ou compostos que induzem a formação de SGs impedem a 

iniciação da tradução (Reineke et al., 2012). A formação canónica de SGs depende da 

fosforilação de eIF2α, que é induzida pela fosforilação de quinases serina/treonina, 

específicas para diferentes tipos de stress (Wek et al., 2006). Isto conduz à desassociação dos 
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polissomas e consequente acumulação de complexos de iniciação bloqueados na tradução (N. 

Kedersha et al., 2002). Estes são chamados de complexos de pré-iniciação (PICs) (Wheeler et 

al., 2016) que recrutam RBPs e mRNAs para os SGs (NL Kedersha et al., 1999; McDonald et 

al., 2011) (Figura 1.4). 

 

Figura 1.4 – Formação de grânulos de stress. Em situações normais, o complexo de pré-iniciação 

eIF4F interage com a subunidade 40S e a síntese proteica começa com a associação deste ao complexo 

60S. Em caso de stress, dá-se a fosforilação da eIF2α ou a inibição da formação do complexo eIF4F. 

Isto leva à inibição da tradução, que promove a desassociação dos polissomas e surgimento de PICs. A 

formação de SGs começa com o recrutamento de RBPs nucleadoras (ex.: G3BP1 e TIA1), que se 

associam aos transcritos de RNA. Estas RBPs acabam por estabelecer ligações com mRNA e outras 

RBPs secundárias (ex.: TDP43 e FUS), aumentando a complexidade destes grânulos. Baseado em 

(Wolozin, 2012). 

 

O stress induz a translocação de muitas RBPs do núcleo dos neurónios, onde se 

encontram na maior parte do cérebro normal (Apicco et al., 2018), para o citoplasma (N. 

Kedersha et al., 2000). Durante situações de stress, o mRNA permanece ligado ao complexo 

de pré-iniciação (PICs), ligado a eIF3, poli(A) e a RBPs nucleadoras (N. Kedersha et al., 

2000). Esta família de RBPs contém domínios tipo-prião e domínios ricos em poliglicina, que 

conferem a capacidade de se agregar reversivelmente (Gilks et al., 2004). As proteínas 

nucleadoras dos SGs incluem a proteína ligante da proteína ativadora da RasGTPase (G3BP1), 
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a tristetraprolina (TTP), antigénio intracelular de células T1 (TIA1), a proteína tipo-TIA 

(TIAR), a proteína do atraso mental do X frágil (FMRP), a proteína de ligação ao elemento de 

poliadenilação citoplasmática (CPEB), a proteína de sobrevivência do neurónio motor (SMN), 

a proteína de ligação 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 são necessárias à 

condensação de PICs em SGs e atuam ao ligar-se diretamente a outros mRNAs e/ou 

interagindo com a maquinaria de tradução (N. Kedersha et al., 2016; Lastres-Becker et al., 

2016). Outras RBPs desempenham papéis secundários ao estabelecerem ligação com mRNAs 

específicos, permitindo interações com os alvos de mRNA. 

A formação de SGs é um processo reversível que implica interações que envolvem 

moléculas de RNA e proteínas. As interações essenciais que regulam a formação de SGs e 

respetiva persistência podem ser divididas em três classes. A primeira é a representada pelas 

interações estáveis e específicas proteína-proteína, ocorrendo entre domínios globulares que 

reconhecem parceiros de interação (Mittag & Parker, 2018). A segunda representa interações 

não-específicas e menos estáveis, que ocorrem normalmente entre domínios intrinsecamente 

desordenados (IDDs) de proteínas (Protter & Parker, 2016). Finalmente, as interações RNA-

RNA resultam de sequências de mRNA expostos após a paragem da tradução (Van Treeck & 

Parker, 2018). Todas estas interações são importantes para a estrutura e função dos SGs, mas 

podem depender do tipo e duração do stress. 

As interações não-específicas são 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 proteínas (Gilks et al., 2004; Buchan, 2014). A nucleação primária de 

SGs envolve RBPs que se agregam no citoplasma (Bounedjah et al., 2014), através da sua 

ligação com mRNAs expostos (N. Kedersha et al., 2000). São as suas sequências de baixa 

complexidade (LCDs) e domínios intrinsecamente desordenados (IDDs) (Kato et al., 2012; 

Lin et al., 2015) que, através de interações electroestáticas, promovem a separação de fase 

líquido-líquido (LLPS), que contribui para a formação de SGs (Lin et al., 2015; Protter & 

Parker, 2016) (Figura 1.5). A LLPS é um processo físico que ocorre numa solução de 

proteínas muito concentrada na qual a proteína se separa espontaneamente em fases estáveis e 

densas (Protter & Parker, 2016). A agregação das RBPs relaciona-se com a capacidade destas 

proteínas se ligarem ao mRNA, assim, a maior concentração de mRNA nos SGs comparada 

com a do citoplasma promove a agregação destas proteínas (Schwartz et al., 2013).  
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Figura 1.5 – Separação de fase líquido-líquido. As RBPs que possuem LCDs podem sofrer uma 

transição de um estado disperso para condensado. A maturação desta estrutura pode promover a 

produção de agregados fibrilares insolúveis. Diversos fatores influenciam a LLPS, incluindo PTMs, 

mutações nas RBPs e concentração proteica. Adaptado de (Dobra et al., 2018) 

 

Na agregação secundária, os SGs que são inicialmente pequenos, aumentam em 

tamanho à medida que as RBPs se consolidam, ligando-se entre si (N. Kedersha et al., 2000). 

A agregação primária de RBPs com mRNAs bloqueados induz interações proteína-proteína e 

a ligação cruzada de proteína-mRNA, como o recrutamento de outras RBPs e proteínas de 

sinalização por ação da proteína de ligação poli(A) (PABP) (Anderson & Kedersha, 2008). As 

RBPs nucleadoras podem formar hetero-oligómeros como, por exemplo, G3BP1/TIA1 

(Anderson & Kedersha, 2008). Para além destas, algumas proteínas ligadas a doenças 

associam-se aos SGs à 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 o 

tempo para incluir microRNAs, proteínas de iniciação de tradução e outras proteínas 

regulatórias, como as quinases e GTPases (Thomas et al., 2011; N. Kedersha et al., 2013). 

Ainda assim, estudos proteómicos e genéticos sugerem que só os PICs e um número limitado 

de RBPs específicas são essenciais para a formação de “núcleos” de SGs estáveis (Jain et al., 

2016; Wheeler et al., 2017). 

Recentemente, vários estudos in vivo sugeriram que os SGs são constituídos por um 

centro estável rodeado por uma superfície mais dinâmica (Wheeler et al., 2016). Pensa-se que 

os transcritos não-traduzidos possam atuar como plataformas que oligomerizam para formar o 

“núcleo” dos SGs (Molliex et al., 2015; Jain et al., 2016). Uma vez estabelecido este “núcleo”, 
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podem ser recrutados mais moléculas nucleadoras que servem como plataforma para a 

formação de estruturas periféricas dinâmicas tipo “casca”, constituídas por outras proteínas e 

mRNPs (Jain et al., 2016; Wheeler et al., 2016). Esta camada dinâmica, favorece a troca de 

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

 

1.2.1.2.2 - Formação não-canónica de grânulos de stress  

 A principal diferença entre as vias de formação de SGs canónica e não-canónica é o 

modo de indução. A formação não-canónica de SGs pode depender da regulação do complexo 

do fator de iniciação eucariótico 4F (eIF4F). Este complexo é um ponto de controlo do início 

da tradução, sendo composto pelos fatores de iniciação de tradução eIF4E, eIF4G e eIF4A (N. 

Kedersha et al., 2002). Alterações na composição e atividade do complexo eIF4F levam à 

inibição da iniciação da tradução e consequente formação de PICs, que recrutam RBPs, 

resultando na formação de SGs (N. Kedersha et al., 2013). A ação de agentes de stress agudos, 

como selenito ou peróxido de hidrogénio, induzem esta formação não-canónica de SGs 

(Emara et al., 2012; Fujimura et al., 2012).  

 Tendo em conta a sua atividade nucleadora, a sobreexpressão de G3BP1, TIA1, TTP 

ou FMRP permite a formação de SGs, mesmo na ausência 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 ausência, quer da fosforilação da eIF2α, quer da inibição da tradução, sobre a ação 

da radiação UV e de proteínas 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 

concentrações, muitas proteínas associadas aos SGs estabelecem interações mediadas pelos 

seus LCDs e IDDs (N. Kedersha et al., 2013). Por exemplo, a sobreexpressão de TIA1 conduz 

à formação acrescida de agregados citoplasmáticos e recrutamento de grânulos de RNA 

(Gilks et al., 2004). A formação de SGs também pode ser promovida por processos de 

oligomerização, como no caso da sobreexpressão de G3BP1 (Tourriere et al., 2003). Por outro 

lado, são ainda necessários estudos para que seja possível melhor compreender o mecanismo 

formação de SGs induzida pela radiação UV (Moutaoufik et al., 2014).  
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1.2.1.3 - Formação hiperativa de grânulos de stress 

 As mutações associadas a proteínas ligadas a doenças, nomeadamente expansões 

anormais repetidas, aumentam a tendência de agregação, o que pode conduzir a uma formação 

de SGs excessiva (Wolozin, 2012). Do mesmo modo, as condições de stress ambientais e 

patológicas crónicas podem levar a uma estimulação hiperativa da formação de SGs. Por 

exemplo, o stress oxidativo associado ao envelhecimento, o stress trófico associado à diabetes 

ou o stress físico associado a encefalopatia traumática crónica podem todos aumentar a 

formação de SGs, criando as condições para uma agregação patológica e irreversível (Craft, 

2009; Butterfield & Dalle-Donne, 2012; Goldstein et al., 2012). 

Em culturas celulares, os SGs formam-se numa questão de minutos quando estão sob 

um stress severo, desaparecendo 1-2 horas após a remoção do stress (NL Kedersha et al., 

1999). Assim, a resposta dos SGs é necessária para lidar com stress transiente e desaparecer 

rapidamente uma vez removido o stress (NL Kedersha et al., 1999). A degradação de SGs 

pode, potencialmente, ocorrer por dissociação de IDDs, por encaminhamento de alguns 

componentes para autofagossomas, expressão aumentada ou ativação de chaperonas, via 

ubiquitina-proteassoma ou, alternativamente, degradação dos constituintes dos SGs (Buchan, 

2014). De facto, sabe-se muito pouco sobre o mecanismo de dispersão de SGs, mas a sua 

identificação é essencial no contexto das doenças neurodegenerativas, onde a formação de 

SGs tem tendência a ser hiperativa. 

1.2.1.4 - Modificações pós-tradução e formação de grânulos de stress 

Diversos estudos conectam modificações pós-tradução (Post Translational 

Modifications em inglês, PTMs) a componentes particulares dos SGs ou a funções 

especificamente ligadas a estes. A dinâmica dos SGs é altamente influenciada por múltiplas 

PTMs, incluindo a deacetilação, a desmetilação da arginina, a poliADP-ribosilação, O-

glicosilação com N-acetil-glucosamina (O-GlcNac) e a fosforilação. Várias destas PTMs 

ocorrem em proteínas nucleadoras de SGs, logo espera-se que influenciem a formação de SGs. 

Por exemplo, a poliADP-ribosilação (Leung et al., 2011), desfosforilação (Tourriere et al., 

2003; Reineke et al., 2017) e desmetilação da proteína G3BP1 promovem a formação de SGs 

(Tsai et al., 2016). Por sua vez, a TIA1 pode sofrer ADP-ribosilação e gerar SGs (Leung et al., 

2011), mas também pode ser oxidada e inibir a formação de SGs (Arimoto-Matsuzaki et al., 
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2016). Por outro lado, a modificação por O-GlcNac de proteínas ribossomais parece regular a 

condensação de SGs (Ohn et al., 2008).  

A fosforilação de G3BP1 (Figura 1.6), TTP ou FUS interfere na formação de SGs 

(Tourriere et al., 2003; Reineke et al., 2017). Por exemplo, a FUS encontrada nos SGs no 

contexto de doenças neurológicas pode estar fosforilada, ficando menos propensa a agregar 

(Monahan et al., 2017). Estas alterações podem ser atribuídas, em parte, à prevenção da 

ligação de transportinas, que atuam como desagregases, mas também à indução da separação 

de fase (Guo et al., 2018; Hofweber et al., 2018; Qamar et al., 2018). Por sua vez, a inibição 

da fosforilação das proteínas TTP ou FUS impede o recrutamento das componentes dos SGs 

(Kato et al., 2012; N. Kedersha et al., 2013). 

 

 

Figura 1.6 – Fosforilação de G3BP1. A fosforilação de G3BP1 inibe a sua capacidade de dimerizar, 

o que impede a formação de grânulos de stress. Adaptado de (Protter & Parker, 2016). 

 

As PTMs presentes em proteínas que regulam a dinâmica dos SGs, como a G3BP1 e a 

FUS, concentram-se nos IDDs destas proteínas, podendo servir para despoletar a separação de 

fase dos SGs (Tsai et al., 2016; Reineke et al., 2017). De facto, recentemente foi demonstrado 

que as PTMs controlam a separação de fase de FUS por fosforilação e metilação (Monahan et 

al., 2017; Qamar et al., 2018). Outro exemplo é fosforilação de Tau, que é um indicador de 

doença de Alzheimer e promove a agregação proteica e separação de fase in vitro 

(Ambadipudi et al., 2017).  A expressão de Tau está normalmente restrita ao axónio mas, em 

caso de stress, esta proteína é 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 proteína forma 

oligómeros e fibrilhas tóxicas, mas também tem a capacidade de acelerar a formação de SGs 

(Vanderweyde et al., 2016). Apesar da acetilação e ubiquitinação terem sido associadas à 

regulação da dinâmica dos SGs (Kwon et al., 2007; Marrone et al., 2018), ainda não foi 

clarificado se estes efeitos são uma consequência de modificações de proteínas nucleadoras de 
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SGs ou se são a consequência indireta do stress celular. Apesar destes avanços, continua por 

explorar, o mecanismo pelo qual as PTMs presentes nestas proteínas e outras presentes nas 

RBPs influenciam a formação e o funcionamento dos SGs. 

 

1.2.1.5 - Grânulos de stress e neurodegeneração 

Como mencionado anteriormente, os SGs são estruturas transientes que se formam e 

dispersam rapidamente em caso de stress agudo. Por sua vez, o stress crónico associado ao 

envelhecimento leva à persistência de SGs, que podem servir de plataforma para a agregação 

de proteínas associadas a doenças (Wolozin, 2012; Vanderweyde et al., 2013). Os SGs 

clássicos são complexos com a tradução inativa, contendo mRNAs, RBPs e componentes 

ribossomais; enquanto os SGs patológicos são inclusões que se acumulam em tecidos 

patológicos que contêm muitas das proteínas constituídas nestes grânulos (Wolozin & Ivanov, 

2019). A relação entre inclusões patológicas que contêm marcadores de SGs e a 

funcionalidade dos SGs não foi ainda estudada. Mas, os defeitos na formação de SGs e 

sensibilidade ao stress são comuns numa variedade de patologias debilitantes, incluindo 

cancro, doenças neurodegenerativas, infeções virais, doenças 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 é especialmente suscetível a episódios de stress, uma vez que o 

cérebro apresenta necessidades energéticas por volta dos 20% da energia total consumida pelo 

corpo humano e os neurónios têm um tempo de vida muito longo (Dobra et al., 2018). Assim, 

vários estudos sugerem que a formação de SGs esteja associada a diversas doenças 

neurodegenerativas, como a doença de Alzheimer, a esclerose lateral amiotrófica, a demência 

frontotemporal, a doença de Huntington e as ataxias espinocerebelosas (Shukla & Parker, 

2016; Vanderweyde et al., 2016). A neurodegeneração está, muitas vezes, associada a uma 

agregação desregulada que pode levar à formação de depósitos de proteínas intra e 

extracelularmente (Wolozin, 2014; Shukla & Parker, 2016). Uma agregação prolongada de 

proteínas de SGs pode promover a formação de fibrilhas, que acabam por recrutar agregados 

patológicos, causando alterações na comunicação e sobrevivência de células neuronais 

(Vanderweyde et al., 2012; Ash et al., 2014).  
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Tem também sido sugerida uma relação entre os SGs e as inclusões citoplasmáticas de 

proteínas, presentes em diversas doenças neurodegenerativas (Tabela 1.3). Por um lado, as 

RBPs são integradas em grânulos dinâmicos formados maioritariamente por RNA e proteínas, 

no citoplasma de células expostas a stress. Por outro lado, as mesmas proteínas formam 

agregados que são insolúveis no citoplasma dos neurónios de doentes que sofrem de certas 

patologias neurodegenerativas. Para apoiar esta relação, já foram testadas diversas abordagens 

terapêuticas demonstrando que a inibição da acumulação de SGs protege contra a progressão 

das doenças em modelos animais de doenças neurodegenerativas (HJ Kim et al., 2014; 

Radford et al., 2015). 

 

Tabela 1.3 – Semelhanças entre grânulos de stress e inclusões de proteínas mal-

conformadas  

Grânulos de stress Inclusões patológicas 

Formação por domínios tipo-prião e 

domínios RGG 

Agregação por domínios tipo-prião e 

domínios contendo poliglicinas 

Induzidos por agentes de stress 
Presentes em patologias que envolvem 

stress do ER e/ou stress oxidativo 

Induzidos por inibidores de proteassoma 

ou autafagia 

Dissolução pela via ubiquitina-

proteassoma ou autofágica 

Agregação modelada por chaperonas 
Agregação de proteínas mal-

conformadas modulada por chaperonas 

Contém proteínas O-glicosiladas Contém proteínas O-glicosiladas 

Dependente do microtúbulo e dineína Dependente do microtúbulo e dineína  

Formado por proteínas ubiquitinadas Constituído por proteínas ubiquitinadas 

Abreviaturas: RGG, domínios ricos em glicina; ER, retículo endoplasmático. 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 proteínas citoplasmáticas) e agregados de proteínas mal-

conformadas presentes em patologias neurodegenerativas. Estas semelhanças tornam 

tentadora a especulação de que os SGs e os agregados proteicos intracelulares podem interagir. 
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No entanto, o processo de agregação característico dos RBPs difere dos modelos 

convencionais de agregação proteica, uma vez que desempenham funções biológicas distintas, 

para além de serem reversíveis. Por outro lado, os agressomas apresentam tendência a formar 

inclusões singulares e volumosas, que se originam no centro organizador do microtúbulo 

(Johnston et al., 1998), enquanto que os SGs normalmente ocorrem em múltiplos complexos 

difundidos pelo citoplasma (Panas et al., 2016). Ainda assim, pode existir uma relação entre 

estas estruturas, porque quando os SGs se desassociam, os seus componentes podem ser 

direcionados para agressomas para degradação ou servir para a formação de novos SGs após 

uma nova exposição a stress (Dobra et al., 2018) (Figura 1.7). 

 

Figura 1.7 – Ciclo de formação de SGs. A formação de agregados insolúveis de RBPs, que contêm 

LCDs, envolve SGs e RNA. Em caso de exposição a stress, os polissomas são dissociados e RNAs 
poli-adenilados, pequenas subunidades ribossomais e RBPs são incorporados nos SGs. A maturação 

dos SGs pode levar à formação de centros densos constituídos por RBPs, possivelmente com uma 

estrutura fibrilar. Quando os SGs são desagregados, os seus componentes podem ser encaminhados 

para agressomas para degradação ou servir como plataformas para a formação de novos SGs. 

Adaptado de (Dobra et al., 2018) 

 

A importância dos SGs para as doenças neurodegenerativas torna-se evidente, porque 

o processo de formação de SGs é um processo baseado na agregação biológica, que pode ser 

vulnerável à agregação de proteínas que se acumulam em doenças neurodegenerativas 

(Wolozin, 2014; Shukla & Parker, 2016). A expressão de RBPs mutadas associadas a doenças 

neurodegenerativas promove a agregação de SGs que, por sua vez, originam fibrilhas 
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associadas a estas doenças (Molliex et al., 2015; Monahan et al., 2017; Guo et al., 2018). A 

patofisiologia destas doenças pode surgir de uma vulnerabilidade intrínseca no metabolismo 

de controlo de RNA por parte das RBPs, ao coalescerem em grânulos que os tornam 

propensos a agregação patológicas (Wolozin & Ivanov, 2019). Assim, a resposta ao stress 

origina a formação de SGs transientes, mas os defeitos na dinâmica destes grânulos parecem 

acelerar a neurodegeneração (YR Li et al., 2013; Wolozin, 2014; Shukla & Parker, 2016). 

Como mencionado anteriormente, estudos recentes apontam para a existência de um 

modelo em que os SGs são constituídos por um centro estável envolvido por uma camada 

mais dinâmica (Wheeler et al., 2016). Esta hipótese implica que as RBPs com LCDs estão 

concentradas no centro dos SGs, logo, um aumento local da concentração destas proteínas 

aumenta a probabilidade de que, interações proteicas levem à formação de oligómeros e 

fibrilhas, originando agregados citoplasmáticos patológicos (Patel et al., 2015). Assim, no 

caso das doenças neurodegenerativas, a acumulação citoplasmática de proteínas específicas 

contendo LCDs e/ou mutações, combinadas com episódios de stress celular podem levar à 

formação de centros de SGs (Molliex et al., 2015; Murakami et al., 2015; Patel et al., 2015). 

Estes centros facilitam a maturação de agregados insolúveis, especialmente se os mecanismos 

de degradação já não forem eficazes (Dobra et al., 2018). Sob estas condições, os produtos 

ribossomais são retidos em SGs, o que interfere com a remoção de SGs e promove a formação 

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

Passou mais de uma década desde o estabelecimento de uma relação entre a dinâmica 

dos SGs e a formação de agregados citoplasmáticos de RBPs em neurónios de doentes com 

doenças neurodegenerativas (Dobra et al., 2018). Já se conhecem múltiplos mecanismos que 

prejudicam a função e sobrevivência neuronal, sendo os principais a hiper-agregação, a 

formação de grânulos persistentes por parte de proteínas de SGs mutadas, a diminuição de 

formação de SGs ou falta de remoção destes grânulos. Ainda assim, continua a ser necessária 

uma demonstração de que a inibição seletiva da formação da SGs previne a progressão da 

doença em doentes (Wolozin & Ivanov, 2019). Apesar dos avanços já alcançados, ainda não é 

possível afirmar que os SGs são as estruturas que despoletam a nucleação e maturação de 

agregados de proteínas tóxicas. 

 



22 

 

1.3 - Proteínas ligantes de RNA 

As proteínas ligantes de RNA (RBPs) são um grupo de proteínas que naturalmente 

formam agregados insolúveis, cujo material agregado pode dispersar e resolubilizar (N. 

Kedersha et al., 2000). Estima-se que mais de 1000 genes de mamíferos codifiquem para 

RBPs (Gerstberger et al., 2014), sendo mais de metade delas expressas no cérebro (Bryant & 

Yazdani, 2016). A maioria das RBPs ligadas a doenças 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 proteínas dos SGs como a TIA1, eIF3 

e PABP também se co-localizam com achados neuropatológicos em tecidos cerebrais de 

doentes de Alzheimer e com esclerose lateral amiotrófica, assim como em modelos animais 

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

Pouco depois da descoberta da TDP43 como a principal proteína patológica na 

esclerose lateral amiotrófica, provou-se que esta estava associada a mutações no gene que 

codifica a TDP43 (Sreedharan et al., 2008). Seguiram-se descobertas de mutações ligadas a 

esta patologia com outras RBPs (Kwiatkowski et al., 2009; Vance et al., 2009), que apoiaram 

o consenso crescente de que existe algum aspeto da biologia das RBPs que as podem tornar 

causadoras de doenças neurodegenerativas.  

Atualmente, foram já identificadas mutações em genes que codificam para diferentes 

RBPs em vários casos de doenças neurodegenerativas hereditárias (Sreedharan et al., 2008; 

Kwiatkowski et al., 2009). Algumas patologias ligadas a estas mutações incluem a esclerose 

lateral amiotrófica, demência frontotemporal e atrofia muscular espinhal (Tabela 1.4). De 

facto, as mutações associadas a estas doenças ocorrem em genes que codificam para RBPs e 

conduzem à acumulação excessiva de SGs em células expostas a stress e subsequente 

acumulação destas proteínas no cérebro humano (Bosco et al., 2010; Liu-Yesucevitz et al., 

2010; Dormann & Haass, 2011). 

As mutações 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 doenças neuronais motoras. É o caso das 

mutações ligadas a doenças da TDP43, FUS e Atx2 que promovem a agregação.(Dormann et 

al., 2010; Liu-Yesucevitz et al., 2010; Hart & Gitler, 2012). 

Tabela 1.4 – Algumas proteínas ligantes de RNA associadas a doenças 

neurodegenerativas  

RBP Doenças neurodegenerativas 

TDP43 ALS, FTD, AD, HD, SCA2 

TIA1 ALS, FTD 

FUS ALS, FTD 

Atx2 ALS, SCA2 

hnRNPA1 

hnRNPA2 
ALS 

ANG ALS 

SMN ALS, SMA 

Abreviaturas: TIA1, antigénio intracelular de células T1; Atx2, Ataxina-2; hnRNPA1/2, 

ribonucleoproteína heterogénea nuclear 1/2; ANG, angiogenina; SMN, proteína de sobrevivência do 

neurónio motor; ALS, esclerose lateral amiotrófica; FTD, demência frontotemporal; AD, doença de 

Alzheimer; HD, doença de Huntington; SCA2, ataxia espinocerebelosa do tipo 2; SMA, atrofia 

muscular espinhal. Dados baseados nos estudos referenciados no texto. 

 

1.3.1 - Domínios estruturais das proteínas ligantes de RNA 

 A família das RBPs é composta por cerca de 800 proteínas que exibem domínios 

estruturais conservados e funções relacionadas (Figura 1.8). Estas RBPs contêm geralmente 

dois tipos de domínios conservados: domínios ricos em glicina (RGG) e domínios de 

reconhecimento de RNA (RRM) (Birney et al., 1993). O domínio RGG é hidrofóbico e 

medeia a agregação reversível destas proteínas; enquanto os RRMs também interferem na 

agregação, mas são mais importantes na regulação da ligação ao RNA (Burd & Dreyfuss, 

1994). 
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Figura 1.8 – Domínios estruturais de RBPs. Motivos estruturais de algumas RBPs e mutações 

associadas a doenças neurodegenerativas. Na estrutura da Ataxina-2 está representada a expansão de 

poliglutaminas que resulta de mutações associadas a SCA2. Adaptado de (Dobra et al., 2018). 

 

Os domínios RRM são compostos por dois motivos, RNP1 e RNP2, separados por 

sequências de aminoácidos de composições e tamanhos variáveis (Kenan et al., 1991). Estes 

RRMs tem uma especificidade ampla, uma vez que se ligam a motivos pequenos (<10bp), 

mas apresentam ligação incompleta das sequências (Lopez de Silanes et al., 2004; Lopez de 

Silanes et al., 2005; HS Kim et al., 2007). Os RRMs regulam a separação de fase líquido-

líquido (LLPS), em parte através da ligação ao RNA que leva ao aumento local da 

concentração de RNA. Do mesmo modo, estes domínios também se ligam a proteínas, como 

as chaperonas e transportadoras núcleo-citoplasmáticas (importina e transportina), que 

controlam diretamente a tendência das RBPs se agregarem (Guo et al., 2018; Hofweber et al., 

2018; Qamar et al., 2018). Para além disso, os RRMs servem como centros de controlo, 

através de modificações pós-tradução. Nestes domínios pode ocorrer a metilação da arginina 

através de metil-transferases que promovem a ligação de chaperonas, o que previne a 

separação de fase (Hofweber et al., 2018; Qamar et al., 2018). 

Os RGGs são formados por agrupamentos de arginina-glicina-glicina. Os domínios 

RGG são encontrados em RBPs e podem conferir ligação cooperativa aos motivos de RRM 

(Ghisolfi et al., 1992; Burd & Dreyfuss, 1994; Mayeda et al., 1994). As regiões que contêm 

RGGs apresentam uma estrutura exposta indefinida devida ao aminoácido arginina, que 

apresenta um grande grupo polar à volta dos resíduos de glicina. Esta estrutura exposta 

influencia as interações com proteínas e RNA, para além de facilitar PTMs. Os RGGs 

também demonstraram estar envolvidos na translocação nuclear. Por exemplo, a metilação da 

arginina na RGG da hnRNPA2 promove a sua translocação para o núcleo (Nichols et al., 

2000). 
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As RBPs formam grânulos de RNA, que são complexos macromoleculares que 

contêm RBPs e mRNAs, como referido anteriormente (Krichevsky & Kosik, 2001). Estas 

proteínas e transcritos são consolidados em grânulos através de interações proteína-proteína, 

mediadas pelos domínios RGG, e por interações proteína-mRNA, mediadas por RRMs 

(Krichevsky & Kosik, 2001). Os SGs são inicialmente pequenos, mas aumentam em tamanho 

à medida que as RBPs se consolidam ao interagirem por domínios RGG. Os complexos do 

SGs começam por formar uma estrutura que é conceptualmente análoga a uma árvore, com os 

domínios de agregação RGG no centro da estrutura e mRNAs ligados por domínios RRM, a 

sobressair das RBPs. Os complexos de RBPs crescem com o tempo à medida que outras 

RBPs são recrutadas através de ligações aos transcritos associados e aos domínios de 

agregação de outras RBPs (Wolozin, 2012). 

Muitas RBPs também possuem domínios de baixa complexidade (LCDs) que 

estabelecem interações fracas (Gilks et al., 2004; Bounedjah et al., 2014). Os LCDs são 

domínios proteicos que contêm um pequeno número de tipos diferentes de aminoácidos (Kato 

et al., 2012). Estes domínios localizam-se na zona central da proteína contendo, 

principalmente, resíduos de alanina, glicina, glutamina e prolina. Também são constituídos 

por resíduos de arginina e asparagina intercalados, constituindo domínios intrinsecamente 

desordenados (IDDs) (Prilusky et al., 2005; Toombs et al., 2012). Estes LCDs contêm 

aminoácidos com propensão para ter estruturas desordenadas e flexibilidade (Figura 1.9). 

Estas características tornam-nos altamente dinâmicos e com uma conformação diversa, 

permitindo interações promíscuas, mesmo entre domínios da mesma proteína (Protter et al., 

2018). 

 

 

Figura 1.9 – LCDs e IDDs em proteínas nucleadoras de SGs. Representação à 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 ligação das doenças neurodegenerativas aos LCDs das RBPs, surgiu inicialmente 

com a descoberta de que as mutações nos genes que codificam para a Ataxina-1 conduziam à 

formação de tratos de poliglutaminas nos LCDs destas proteínas. Isto promovia a agregação 

da Ataxina-1 e causava o desenvolvimento da SCA1 (Banfi et al., 1994). Observações 

semelhantes foram realizadas com a Ataxina-2, ligada à SCA2 (Lorenzetti et al., 1997). A 

maioria das RBPs com domínios LCDs, que agregam em células de doentes afetados por 

diversas doenças neurodegenerativas, fazem parte dos SGs (Aulas & Vande Velde, 2015). 

Assim, existe uma relação muito próxima entre RBPs, SGs e o desenvolvimento de doenças 

neurodegenerativas. 

 

1.3.2 - Funções das proteínas ligantes de RNA 

As proteínas ligantes de RNA (RBPs) desempenham múltiplas funções celulares, 

através da sua ligação a RNA de cadeia simples ou dupla, controlando eventos de tradução e 

pós-tradução (Hogan et al., 2008). As funções das RBPs estão geralmente divididas em 

atividades nucleares e citoplasmáticas (Figura 1.10). No núcleo, as RBPs regulam a 

maturação do mRNA, incluindo o splicing alternativo, a atividade de helicase do RNA, a 

elongação realizada pela RNA polimerase e a exportação nuclear (Heyd & Lynch, 2011). No 

citoplasma, as RBPs regulam o transporte, o silenciamento, a tradução e a degradação de 

RNA (Liu-Yesucevitz et al., 2011).  

As RBPs e os grânulos de RNA regulam muitos aspetos da biogénese de RNA. Estas 

proteínas estabelecem interações dinâmicas com RNAs codificantes, não-traduzidos e não-

codificantes, em complexos de ribonucleoproteínas (RNPs) (Shukla & Parker, 2016). As 

RBPs presentes nestes complexos de RNPs podem permanecer estavelmente ligadas ao RNA 

desde a síntese até à sua degradação ou associar-se temporariamente a RNAs (Lukong et al., 

2008). As RBPs também podem interagir com os microRNAs, uma vez ambos regulam a 

síntese de proteínas (Gibbings et al., 2009; Schratt, 2009). As interações de microRNA com 

RBPs adicionam assim uma camada adicional de controlo regulatório. 
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Figura 1.10 – Funções das RBPs. Controlo do ciclo de mRNA por RBPs em diversos eventos 

regulatórios, que se realizam entre o núcleo e o citoplasma de células eucarióticas. Adaptado de (Dash 

et al., 2016)  

 

Como mencionado anteriormente, os SGs captam e silenciam transcritos não-

essenciais e adotam padrões de tradução que regulam a viabilidade celular (Anderson & 

Kedersha, 2008; Liu-Yesucevitz et al., 2011). De facto, a regulação da tradução de mRNA e 

síntese proteica permite a alteração rápida do proteoma em resposta a vários sinais. A 

descoberta de RBPs e grânulos de RNA, assim como do seu papel na determinação do destino 

celular e atividade de mRNAs evidenciou a sua importância no controlo da tradução. A 

interação entre RBPs e grânulos de RNA controla a estabilidade e tradução de mRNAs, tendo 

um papel crucial na expressão proteica em condições normais ou de stress (Adeli, 2011). 

Nem todas as RBPs são consideradas proteínas nucleadoras, porque algumas são 

recrutadas para os SGs em condições patológicas, como é o caso da FUS (Kato et al., 2012; 

Sama et al., 2013). Existem, também, RBPs como a Caprin1, que funcionam através de outras 

proteínas nucleadoras (N. Kedersha et al., 2016). Por outro lado, a ausência de certas RBPs, 

como a FMRP, parecem não alterar a formação de SGs (Gareau et al., 2013). As RBPs, TIA1 

e TIAR são ambas proteínas nucleadoras, mas não possuem alguns domínios globulares 

importantes. Por estas razões, torna-se importante focar este tipo de estudos numa RBP em 

particular, denominada G3BP1. 
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1.4 - G3BPs 

A proteína ligante do domínio SH3-domínio Ras-GAP humana (G3BP), também 

conhecida como proteína ligante da proteína ativadora da RasGTPase, foi identificada por 

imunoprecipitação (F Parker et al., 1996). A família de proteínas G3BP consiste em 3 

proteínas homólogas, G3BP1, G3BP2a e G3BP2b (Kennedy et al., 2001). O primeiro membro 

da família das G3BPs a ser descoberto, a G3BP1, foi isolado numa análise de proteínas que se 

ligam ao domínio SH3 da proteína ativadora da Ras-GTPase (RasGAP) (F Parker et al., 1996).  

A Ras é uma pequena GTPase responsável pela transdução de sinal, através da 

ativação 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 proteínas ativadoras da GTPase (GAPs), que atenuam a 

sinalização e os fatores de troca de nucleótidos de guanina (GEFs), que ativam a Ras por 

transferência do GTP. O domínio do N-terminal da RasGAP contém um domínio SH3 

flanqueado por dois domínios SH2, que podem ligar fosfotirosina. Foram já identificados 

vários efetores associados à RasGAP por via do domínio SH2, mas são apenas conhecidas 

seis proteínas que se ligam à SH3, sendo três delas as G3BPs (Liu et al., 1997; Kennedy et al., 

2001; Gigoux et al., 2002).  

 
Figura 1.11 – Ciclo de ativação da proteína Ras. A Ras é ativada através da estimulação de 

proteínas quinases recetoras e recetores de fatores de crescimento. Esta estimulação leva à fosforilação 

destes recetores e recrutamento de proteínas como a Grb-2 (Growth factor receptor-bound protein 2). 

Proteínas como a Sos podem atuar como GEF, controlando a ativação da Ras por transformação da 

Ras-GDP em Ras-GTP. A Ras ativa regula a resposta celular através de diversas proteínas efetoras e 

cascatas de transdução de sinal. As GAPs têm o efeito contrário, sendo a RasGAP constituída pelo 

domínio GAP, domínio de ligação a fosfolípidos dependente de cálcio (C2), domínio de homologia à 

plecstrina (PH), domínios SH2 e SH3. A proteína G3BP1 liga-se ao domínio SH3. Baseado em 

(Pamonsinlapatham et al., 2009). 
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As G3BPs foram implicadas em diversas patologias incluindo doenças neurológicas, a 

progressão, invasão e metástase cancerígena, assim como a sobrevivência viral. Por exemplo, 

as G3BPs formam SGs (Tourriere et al., 2003), apresentam atividades antivirais (Bidet et al., 

2014) e desempenham funções na transição epitelial-mesenquimal (EMT), induzida pela 

metástase (Wei et al., 2015; H Zhang et al., 2015).  

A maioria das publicações relacionadas com a G3BP1 apoiam a sua função na 

proliferação e/ou sobrevivência celular (Figura 1.12). Diversos estudos indicam que as G3BPs 

apresentam um papel na tumorigénese, uma vez que estão sobreexpressas em muitos cancros 

e células em proliferação (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 

existência de uma função da G3BP1 na sobrevivência e proliferação celular (Zekri et al., 

2005). Um estudo determinou que o G3BP1 é essencial para o correto crescimento e 

desenvolvimento embrionário através da coordenação da expressão de múltiplos transcritos 

reguladores do crescimento (Zekri et al., 2005). Para além disso, provou-se que a G3BP1 está 

envolvida na proliferação em várias linhas celulares de cancros da mama (Winslow et al., 

2013). Os SGs são, também, importantes para a viabilidade das células cancerígenas e 

resistência ao stress quando as células são expostas a stress agudo in vitro (Somasekharan et 

al., 2015; Grabocka & Bar-Sagi, 2016).  

 

Figura 1.12 – Função da G3BP1 em vias de sinalização tumorais. A G3BP1 regula uma variedade 

de vias de sinalização envolvidas na oncogénese e progressão tumoral, incluindo a via da Ras, a via da 

quinase de adesão focal (FAK)/ coactivator do receptor de esteróides (Scr), formação de c-Myc e 

sinalização NF-κB/Her2. A G3BP1 também inibe a apoptose ao reprimir a translocação da p53. (CH 

Zhang et al., 2019) 
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Os SGs são produzidos como resposta a infeções virais e recrutam proteínas de 

imunidade inata (Onomoto et al., 2012). Muitos estudos revelaram que os SGs servem como 

plataforma para a ativação da proteína quinase R (PKR) e a helicase RIGI dsRNA (Onomoto 

et al., 2012; Yoo et al., 2014; Reineke et al., 2015). Alguns picornavirus incluindo o 

poliovírus, o vírus coxsackie e EMCV, clivam a proteína nucleadora G3BP1, para impedir a 

formação ou desfazer os SGs (White et al., 2007; Fung et al., 2013; Ng et al., 2013). Esta 

clivagem aumenta a replicação viral e conduz à morte celular de forma rápida. A expressão de 

mutantes de G3BP1 não-cliváveis neste contexto reduz a replicação viral e sobrevivência 

celular prolongada (White et al., 2007; Ng et al., 2013). De facto, as funções das G3BPs na 

formação de SGs, metástase de cancros e infeção viral, têm levado à investigação extensiva e 

exploração do papel das G3BPs em diferentes contextos celulares. 

 

1.4.1 - Motivos estruturais dos G3BPs 

A G3BP1 e a G3BP2 são 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 aminoácidos na região central (Kennedy et al., 2001)(Figura 1.13). A G3BP1 e a 

G3BP2 são bastante semelhantes, com 61% de identidade ao nível dos nucleótidos e 59% de 

identidade ao nível dos aminoácidos (French et al., 2002).  

 

Figura 1.13 – Domínios estruturais das G3BPs. Comparação da estrutura prevista da G3BP2a, 2b e 

1, pela representação linear dos domínios destas proteínas. O splicing alternado remove 33 

aminoácidos da G3BP2a para gerar a G3BP2b com um motivo PxxP adicional. (Irvine et al., 2004). 

 

Todas as G3BPs apresentam quatro domínios diferentes: o domínio do tipo fator de 

transporte nuclear 2 (NTF2) (Suyama et al., 2000), regiões acídicas, regiões 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 contêm 

domínios globulares de interação proteína-proteína no terminal-N, como o NTF2, que é capaz 

de mediar a dimerização de G3BPs (Kennedy et al., 2001; Tourriere et al., 2003). O terminal-

C das G3BPs é composto por dois motivos associados à ligação de RNA (N. Kedersha et al., 

2013; Reineke & Lloyd, 2015), os RRMs e os domínios motivos RGG (Birney et al., 1993). 

Estes terminais flanqueiam uma zona central composta por domínios intrinsecamente 

desordenados (IDDs) (N. Kedersha et al., 2013; Reineke & Lloyd, 2015). 

O domínio do tipo fator de transporte nuclear 2 (NTF2) é o mais conservado, tanto 

entre espécies como nos membros da família G3BP em mamíferos (Suyama et al., 2000). 

Diversos ensaios in vitro de ligação de G3BP1 e G3BP2 sugerem que o domínio tipo NTF2 

destas proteínas é responsável pela ligação à RasGAP (Kennedy et al., 2001). Este domínio 

partilha homologia quer estrutural, quer funcional com a proteína NTF2 (French et al., 2002; 

Vognsen et al., 2013). A NTF2 é uma pequena proteína envolvida na importação nuclear de 

proteínas dependente da RanGTP, através do complexo do poro nuclear (Ribbeck et al., 1998). 

Assim, a presença do domínio 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 à proteína Ran e outras GTPases pequenas (Macara, 2001).  

A região central das G3BPs é composta por um número variável de motivos ricos em 

prolina (PxxP) (Saksela et al., 1995) e domínios acídicos (F Parker et al., 1996). Os domínios 

acídicos aparentam possuir uma natureza destruturada, associada a interações proteína-

proteína (Kennedy et al., 2001). Do mesmo modo, os domínios ricos em prolina também estão 

associadas a interações proteicas (Lee et al., 1996). Os motivos PxxP representam a sequência 

consenso mínima para a ligação da proteína aos aminoácidos aromáticos conservados que 

compõem os domínios SH3 (Booker et al., 1993; Saksela et al., 1995). Apesar de ter sido 

primeiramente isolada a G3BP1 como proteína RasGAP ligante de domínio SH3, esta ligação 

foi subsequentemente demonstrada para todas as outras G3BPs (F Parker et al., 1996; 

Kennedy et al., 2001). A G3BP1 possui três motivos PxxP que podem limitar a sua 

capacidade de interagir com outras proteínas (Kay et al., 2000), comparando com a G3BP2a e 

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

Várias evidências sugerem que as G3BPs podem mediar alterações na expressão 

genética, como a resposta a diversos sinais celulares. A tendência para ligar-se a mRNAs e os 

domínios de interações proteicas presentes nas G3BPs levaram à especulação de que estas 

RBPs sejam essenciais no metabolismo dos mRNAs. Algumas descobertas importantes e os 

avanços feitos na área da biologia das G3BPs nas últimas décadas incluem o seu papel na 

estabilidade do RNA, no controlo da tradução e na formação 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 função na 

regulação da iniciação da tradução de mRNAs e indução da formação de SGs. A G3BP1 está 

envolvida na regulação de vários RNAs celulares, incluindo mRNAs e microRNAs (miRNAs). 

A função desta RBP no metabolismo de RNA depende da natureza contextual, com estudos a 

indicar que transcritos específicos são controlados de forma diferente conforme o tipo celular 

e o estímulo (Alam & Kennedy, 2019).  

A primeira interação reportada para a G3BP1 foi com o 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 fosforilação, clivando a 3’-UTR do mRNA da c-MYC, 

apesar da ausência de qualquer domínio de ribonuclease identificáveis (Gallouzi et al., 1998; 

Tourriere et al., 2001). No entanto, a análise in vivo não suportou estas descobertas (Zekri et 

al., 2005). Também se descobriu que a G3BP1 desempenha um papel na estabilização 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 β-F1ATPase e impede a tradução, evidenciando um papel da 

G3BP1 durante a progressão do cancro (Ortega et al., 2010). Apesar da grande homologia 

partilhada com a G3BP1, a G3BP2 não aparenta ter um papel significativo no metabolismo do 

RNA, sendo que ainda só 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 proteína 

Caprin1 partilham um papel na tradução de genes estimulados por interferões (ISGs) (Alam & 

Kennedy, 2019). A G3BP1 está, também, envolvida no processamento de diversos miRNAs, 

parecendo atuar como inibidor da maturação de pré-miRNAs-alvo ao ligar-se a estes (Kwok 

et al., 2017; Hong et al., 2018).  
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A regulação de transcritos ligados ao G3BP1 pode ser regulada e dependente de PTMs 

da G3BP1 e a respetiva associação com outras proteínas. A G3BP1 é altamente fosforilada no 

resíduo 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 não-fosforilada parece regular a 

proliferação celular, o que sugere que o estado de fosforilação da G3BP1 pode funcionar 

como sensor do crescimento celular (Gallouzi et al., 1998; Tourriere et al., 2001). Assim, a 

G3BP1 fosforilada conduz à degradação de mRNAs ligados ao crescimento e, assim, reduz a 

proliferação celular (Gallouzi et al., 1998). Por outro lado, pode permitir a acumulação de 

transcritos envolvidos na regulação do ciclo celular, como do c-MYC (Tourriere et al., 2001). 

As G3BPs são também muito importantes no desenvolvimento embrionário, sendo o 

seu knockout letal (Tourriere et al., 2003). A inativação da G3BP1 em murganhos provou que 

tanto o desenvolvimento e sobrevivência são criticamente dependentes dos níveis de G3BP1, 

uma vez que as mutações homozigóticas nulas da G3BP1 em murganhos induzem letalidade 

embrionária (Zekri et al., 2005). No entanto, já foram gerados murganhos homozigóticos 

viáveis knockout para a G3BP1 (Martin et al., 2013). Estes murganhos demonstraram defeitos 

comportamentais ligados ao sistema nervoso central associados ao fenótipo de ataxia. Assim, 

a deficiência de G3BP1 conduz a alterações na plasticidade neuronal e homeostasia do cálcio, 

estabelecendo uma relação direta entre a formação de SGs e doenças neurodegenerativas 

(Martin et al., 2013). No entanto, ainda não se conhece o mecanismo pelo qual a G3BP1 

medeia estas funções no cérebro. 

 

1.4.3 - G3BPs e a formação de grânulos de stress 

Nem todos os SGs contêm 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 são 

sujeitas a stress (Kobayashi et al., 2012). A depleção de G3BP1 e G3BP2 impede a 

condensação dos SGs sob condições de stress (Matsuki et al., 2013). Isto sugere que 

interações específicas proteína-proteína destas proteínas são importantes para a formação de 

SGs. 

Durante o stress tanto a G3BP1, como a G3BP2 encontram-se nos SGs induzidos por 

eIF2α (Tourriere et al., 2003), mas também apresentam potencial para induzir SGs de forma 

independente (Matsuki et al., 2013). A G3BP1 é a proteína nucleadora melhor estudada, 
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sendo capaz de induzir a formação de SGs se for sobreexpressa, assim como induzir a 

fosforilação de eIF2α (Reineke et al., 2012; Reineke et al., 2015; N. Kedersha et al., 2016). 

Em alguns sistemas, a inativação da G3BP1 pode impedir a formação de SGs (Somasekharan 

et al., 2015; Tsai et al., 2016). De facto, uma das estratégias mais bem aceites para a 

inativação dos SGs é a diminuição das proteínas nucleadoras G3BP1 e G3BP2 (Matsuki et al., 

2013; N. Kedersha et al., 2016; Reineke et al., 2017). 

A formação de SGs induzida por G3BPs também é independente da fosforilação do 

eIF2α, sendo os G3BPs recrutados para os SGs de uma forma dependente da desfosforilação 

(Tourriere et al., 2003). Existem estudos que comprovam que a estimulação com arsenito de 

sódio leva à desfosforilação de G3BPs na serina-149 (Ser149), com a consequente formação 

de SGs tanto em células de mamíferos (Tourriere et al., 2003; N. Kedersha et al., 2016) como 

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

 A disposição dos seus domínios proteicos sugere um modelo onde a G3BP1 e G3BP2 

pode manter a união dos SGs ao interagir com proteínas dos SGs numa extremidade e com 

RNA na outra. Esta propriedade aumentou o interesse na identificação de proteínas adicionais, 

com as quais estas duas proteínas nucleadoras dos SGs pudessem interagir. Então, estudos 

subsequentes demonstraram que, para além da homo- e hétero-dimerização, a G3BP1 e a 

G3BP2 interagem com a protease ubiquitina-específica 10 (USP10) e Caprin1 (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 à histona deacetilase 6 (HDAC6) e sirtuina 6 (SIRT6), cuja atividade enzimática é 

necessária à produção de SGs (Kwon et al., 2007; Jedrusik-Bode et al., 2013). A interação da 

G3BP1 com a Caprin1 estimula a produção de SGs (N. Kedersha et al., 2016). Por sua vez, a 

ligação com a USP10 inibe a formação de SGs (N. Kedersha et al., 2016). Ao mesmo tempo, 

a metilação de G3BP1 pode inibir a formação de SGs (Tsai et al., 2016). 

 O processo de maturação secundária dos SGs é uma função citoplasmática essencial 

da TDP43 (McDonald et al., 2011). No entanto, para além de contribuir para a formação e 

manutenção de SGs em resposta a stress oxidativo, a TDP43 também regula de forma 

específica os níveis de mRNA das G3BPs e maturação de SGs contendo G3BPs (McDonald 

et al., 2011). A TDP43 regula os SGs através da regulação diferencial de G3BP1 e TIA1, 

através da mediação da agregação da TIA1, bem como dos níveis de mRNA da G3BP1 

(McDonald et al., 2011). O knockdown da TDP43 atrasa a formação de SGs através do 
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aumento dos níveis de TIA1 e diminuição dos níveis de G3BP1 (McDonald et al., 2011). 

Interessantemente, um estudo examinou os efeitos da redução dos níveis de Atx2 em modelos 

animais de esclerose lateral amiotrófica com base na sobreexpressão de TDP43 (Becker et al., 

2017). No entanto, a sobreexpressão de TDP43 é tóxica em muitos tipos de células, mesmo na 

ausência de agregação, tornando-se por tal difícil de estudar. 

 

1.4.4 - G3BPs e a atividade mediada pela ubiquitina 

A cinética é um aspeto crítico no envolvimento das proteases ubiquitina-específicas 

(USPs) na formação de SGs. As RBPs nucleadoras iniciam a formação de SGs, que 

continuam a crescer à medida que vão incorporando outras RBPs. No entanto, a persistência 

de SGs pode permitir que outras proteínas interajam com os SGs, mas num ritmo mais lento e 

de forma anormal. Isto pode desencadear a ubiquitinação de SGs, interações não específicas 

dos SGs com o sistema autofágico ou contribuir para a disfunção de proteínas pró-apoptóticas 

(Eisinger-Mathason et al., 2008). 

A degradação proteica mediada pela ubiquitina é uma estratégia fundamental utilizada 

pelas células na regulação proteica. Este processo envolve enzimas ubiquitinantes, que 

adicionam cadeias de poliubiquitinas a resíduos de lisina, presentes em substratos que são 

alvo de degradação. Do mesmo modo, existem enzimas que catalisam a remoção de 

ubiquitina, contribuindo para outro nível de regulação. Estas proteínas, as USPs, compõem 

uma família de proteases com mais de 60 proteínas e são reguladores de uma variedade de 

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

O primeiro caso reportado da interação entre G3BP1 e USP10 foi descrito utilizando 

um sistema de duplo-híbrido 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 interação de USP10 com G3BP1 envolve o motivo 

FGDF do USP10 que se liga ao domínio tipo NTF2 no terminal-N do G3BP1 (Panas et al., 

2015; N. Kedersha et al., 2016). Esta ligação inibe a condensação de SGs em resposta a 

formas de stress específicas (Panas et al., 2015; N. Kedersha et al., 2016). No entanto, a 

Caprin1 compete com a USP10 para a ligação à G3BP1, favorecendo a condensação de SGs 

(N. Kedersha et al., 2016). 
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Diversos estudos demonstraram que a G3BP1 apresenta funções de degradação do 

mRNA, quer na ubiquitinação, quer envolvendo diretamente o proteassoma. Como 

mencionado anteriormente, a G3BP1 foi descrita como uma endoribonuclease, apoiando a 

ideia de que está implicada na degradação de mRNA (Gallouzi et al., 1998; Tourriere et al., 

2001). Ainda assim, é desconhecido se o envolvimento da G3BP1 no metabolismo da 

ubiquitina está ligado ao seu envolvimento no metabolismo do RNA ou outras atividades 

mediadas pela ubiquitina, como a transdução de sinal. 

 

1.4.5 - Implicação da G3BP1 na SCA2 e SCA3/MJD 

Considerando as funções da G3BP1 e a sua implicação no contexto da agregação 

proteica regulada, é importante explorar a sua ação nas doenças de poliglutaminas, que são 

caracterizadas por uma agregação patológica. Tendo como modelos destas doenças a SCA2 e 

SCA3/MJD, é fundamental entender o modo como a indução dos SGs pode influenciar as 

proteínas causadoras destas patologias: Atx2 e Atx3, respetivamente. Neste sentido, um 

estudo anterior do nosso laboratório realizou uma série de estudos com o objetivo de avaliar o 

efeito da sobreexpressão de G3BP1 nos níveis e agregação de Atx2 e Atx3 (Tomé, 2016). 

 Por exemplo, estudos in vitro em células de neuroblastoma de murganho (Neuro2A) 

revelaram que a sobreexpressão de G3BP1 conduz a uma diminuição significativa dos níveis 

das proteínas Atx2 e Atx3, assim como o número de agregados de cada uma destas proteínas 

(Tomé, 2016). 

As experiências in vivo da sobreexpressão de G3BP1 no modelo lentiviral de 

murganhos SCA3/MJD demonstraram uma redução significativa dos agregados de ubiquitina 

(Figura 1.14-A,B,C) e uma preservação 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 doenças, nomeadamente transgénicos. 



37 

 

 

Figura 1.14 – Redução da neuropatologia no modelo lentiviral de murganhos SCA3/MJD pela 

sobreexpressão 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. 

Marcação imunohistoquímica para inclusões de Atx3 ubiquitinadas (A-B) e perda neuronal (DARP-

32) (D-E). Quantificação absoluta do número de agregados de Atx3 mutada (C) e quantificação da 

perda neuronal (F) através da perda de volume neuronal (mm
3
), 4 semanas após injeção. Os valores 

para agregados de ubiquitina estão representados como médias ± SEM, n=6 para controlos e n=8 para 

condições de G3BP1. ****P<0.0001 (Unpaired Student`s t-test). Os valores para a perda de volume 

neuronal estão 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”. 
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2. OBJETIVO 

O objetivo geral deste projeto é investigar o impacto da sobreexpressão de G3BP1, 

como estratégia terapêutica, num modelo de murganho transgénico SCA3/MDJ Q69 

(Torashima et al., 2008). A partir deste objetivo genérico, diversos objetivos específicos 

foram delineados: 

 Investigar se a sobreexpressão de G3BP1 é capaz de aliviar os défices motores 

neste modelo transgénico: testes de comportamento motor; 

 Avaliar se a sobreexpressão de G3BP1 é capaz de resgatar a neuropatologia nos 

animais transgénicos: análise de agregados de ataxina-3 mutada e células de 

Purkinje. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 - Animais e manutenção 

 Neste estudo, foram utilizados 21 murganhos transgénicos SCA3/MDJ Q69 

(Torashima et al., 2008), provenientes de uma colónia estabelecida no biotério do 

CBMR/UAlg, a partir de animais provenientes do Centro de Neurociências e Biologia Celular 

(CNC) da Universidade de Coimbra. Machos heterozigóticos (+/-) foram cruzados com 

fêmeas C57BL/6 wild-type para a obtenção dos animais transgénicos utilizados neste estudo e 

na manutenção da colónia (Ramirez et al., 2008; Oue et al., 2009). Os animais não 

transgénicos resultantes destes cruzamentos foram também utilizados como controlos 

adicionais nas nossas experiências. 

 Estes murganhos transgénicos SCA3/MDJ Q69 (C57BL/6 background) 

sobreexpressam a ATXN3 humana truncada no terminal-N, contendo 69 repetições de CAG 

(Figura 3.1). No terminal-N, está 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 não inclui o domínio desubiquitinante 

(domínio Josephin) e dois motivos que interagem com a ubiquitina (UIMs). Assim, a proteína 

consiste num segmento de 69 poliglutaminas com apenas 4 aminoácidos no terminal-N e 42 

aminoácidos no seu terminal-C.  

 

 

Figura 3.1 – Construção utilizada para gerar murganhos com SCA3/MDJ que apresentam 

acumulação de poliglutaminas nas células de Purkinje. O esquema representa a proteína 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 ração e água foram disponibilizadas ad libitum. As experiências 
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foram executadas de acordo com a diretiva 2010/63/UE do Parlamento Europeu e do 

Conselho relativa à proteção dos animais utilizados para fins científicos. Os investigadores 

receberam treino adequado (curso certificado FELASA) e certificação para realizar 

experiências das autoridades portuguesas (Direção-Geral de Alimentação e Veterinária, 

DGAV). O projeto e procedimentos efetuados foram devidamente aprovados pela DGAV, no 

projeto “Neuropath”, referência 421/2019 (Investigador Responsável: Professor Doutor 

Clévio Nóbrega). 

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 não-

injetados, n=7) e murganhos wild-type (n=26). Estes grupos incluem animais de ambos os 

géneros. 

 

3.2 - Genotipagem 

O genótipo foi confirmado através de uma reação em cadeia de polimerase (PCR), 

realizada por extração genómica de furos das orelhas dos murganhos. As amostras biológicas 

recolhidas foram digeridas por ação da Proteinase K e o DNA foi purificado utilizando o 

Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit de acordo com as instruções 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 amplificação foi realizada em 30 ciclos com desnaturação a 95°C por 

30 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos e extensão a 72°C por 1 minuto num 

termociclador (C1000 Touch™, Bio-Rad). Como controlo da reação foi, também, amplificada 

a região genómica da β-actina, uma proteína ubíqua, através dos seguintes primers: β-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 

identificação de animais transgénicos foi possível pela visualização de uma banda de 450 bp 

correspondente à presença do transgene ATX3/MJD amplificado. 
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3.3 - Desenho de plasmídeo LV e produção de vetor 

Os vetores lentivirais codificando para a proteína G3BP1 (LV-G3BP1) foram 

produzidos em células HEK 293T usando um sistema de 4 de plasmídeos, como descrito 

anteriormente (Hottinger et al., 2000). As partículas lentivirais foram produzidas e 

ressuspendidas em (PBS contendo 1% de BSA). Os stocks foram conservados a -80 °C até à 

sua utilização. Esta produção foi efetuada pela ViraVector, Coimbra, Portugal. 

 

3.4 - Injeções estereotáxicas no cerebelo dos murganhos 

Para a injeção estereotáxica 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 injeção intraperitoneal. Para cada animal foram administrados 

estereotáxicamente, numa única injeção, 1000 ng/μl de vetores lentivirais codificando para a 

G3BP1 (LV-G3BP1) ou para GFP (LV-GFP), num volume total de 2 µl. Esta injeção foi 

realizada utilizando uma seringa Hamilon (Hamilton Reno, NV, EUA), a 0,2 μl/min por ação 

de um injetor automático (Stoelting Co., Wood Dale, EUA), no cerebelo dos murganhos nas 

seguintes coordenadas (em relação ao ponto Lambda): x=-2, y=0, z=-2,8. A agulha da seringa 

foi lavada entre injeções. A pele dos murganhos foi fechada com sutura 6-0 Prolene® 

(Ethicon, Johnson and Johnson, Bruxelas, Bélgica). 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 sobreexpressão de G3BP1 no fenótipo motor os 

murganhos foram treinados num conjunto de testes motores, começando às 5-6 semanas de 

idade, desde 1-2 dia antes da injeção estereotáxica dos murganhos transgénicos, repetindo os 

testes a cada 3 semanas (Figura 3.2). Estes testes comportamentais duram até 9 semanas após 

injeção, realizando um total de 4 testes. Os testes comportamentais realizados incluem teste de 

rotarod, teste de equilíbrio em varão, teste de natação e teste de pegadas.  
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Figura 3.2 – Linha cronológica experimental. Os testes comportamentais iniciaram 1-2 dias antes da 

injeção de LV-G3BP1 em murganhos transgénicos com 5-6 semanas, sendo repetidos a cada 3 

semanas. Os murganhos foram sacrificados às 10 semanas após injeção para processamento 

histológico. 

 

3.5.1 - Teste rotarod 

 A coordenação motora e equilíbrio 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 rotações por minuto (5 rpm) por um máximo de 5 minutos, sendo registada a 

latência em cair (o intervalo de tempo em que se mantêm na roda). Os murganhos realizaram 

5 ensaios em cada ponto da experiência, com um descanso de 15-20 minutos entre ensaios. 

Para a análise, foi utilizada a média da latência em cair dos 5 ensaios. 

  

3.5.2 - Teste de equilíbrio (em barras) 

 A coordenação motora e equilíbrio foram avaliados de forma mais sensível, ao utilizar 

um teste de equilíbrio em barras. Após 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 os varões 

em 3 ensaios para cada tipo, intercalados com 15 minutos de descanso entre cada ensaio. 

Registaram-se, também, os casos em que os murganhos não conseguiam atravessar as barras. 

 

3.5.3 - Teste de natação 

 A coordenação motora dos murganhos na locomoção voluntária foi avaliada através de 

um teste de natação. No teste de natação os murganhos foram largados numa extremidade de 

tanque de vidro (100x10,5x20 cm) preenchido com água à temperatura ambiente, até subirem 

para uma plataforma colocada no lado oposto. Foi registada a latência em navegar ao longo 

do tanque (intervalo de tempo desde que foram largados na água e atingiram a plataforma). 
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Após um período de aprendizagem, foram realizados 3 ensaios, com períodos de 15 min de 

descanso entre cada ensaio. Para análise estatística, foi calculada a latência 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 não-tóxica 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 padrões de pegadas foram analisados para a distância entre pegadas sequenciais de 

membros dianteiros e traseiros, medida ortogonalmente em relação á direção da marcha 

(frontal e hind stride). Foi, também, registada a largura da passada medida como a distância 

entre o centro da pegada traseira e o centro da pegada traseira seguinte (hind base) e o mesmo 

para as pegadas dianteiras (frontal base). Estes valores foram determinados pela medição da 

distância perpendicular de um determinado passo em relação a uma linha que conecta o passo 

precedente e procedente oposto. A distância 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 sequências de 6 passos consecutivos (de 

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

 

3.6 - Processamento histológico de amostras de cérebro de murganho 

 Os murganhos foram sacrificados às 15-16 semanas de idade. O sacrifício decorreu 

após 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 paraformaldeído (PFA) 4% antes da remoção do cérebro. Após a 

remoção, os cérebros foram fixados em 4% de paraformaldeído (PFA) (Fluka, Sigma) em 

PBS 0,1 M e conservados a 4°C durante 48 horas. Após, os mesmos foram incubados numa 

solução de 20% de sacarose/0,1 M PBS por 2-3 dias a 4°C. Após o período de incubação, os 

cérebros permaneceram conservados a -80 °C até análise histológica. Foram recolhidas 

secções sagitais de 30 μm dos cérebros dos animais de forma a coletar o cerebelo por inteiro, 
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utilizando um micrótomo criostato (Cryostar NX50, Thermo Scientific). As secções foram 

conservadas a 4°C, submersas em PBS com azida de sódio a 1% até à próxima utilização. 

 

3.7 - Imunohistoquímica 

O processo de imunohistoquímica em fluorescência foi iniciado por uma lavagem 

inicial das secções com PBS 1x, seguida do bloqueio das secções em soro normal de cabra a 

10% (NGS, Gibco), diluído em PBS com 0,1% de TritonX™ X-100 (Fischer Chemical) por 

1h à temperatura ambiente. De seguida as secções foram incubadas com os anticorpos 

primários anti-calbindina D-28K (rato, Sigma) e anti-HA (coelho, Abcam) numa diluição de 

1:1000 em solução de bloqueio, deixando overnight a 4°C. Após 3 lavagens as secções foram 

incubadas com os respetivos anticorpos de cabra conjugados a Alexa Fluor secundários 

fluorescentes (Invitrogen) 594 e 488, numa diluição de 1:250 em solução de bloqueio, por 2h 

à temperatura ambiente. Seguiram-se outras 3 lavagens com a subsequente montagem das 

secções com meio Fluoromount-G Mounting Medium (Invitrogen) incluindo 4',6'-diamino-2-

fenil-indol (DAPI) em lâminas de microscópio gelatinadas e conservação a 4°C. 

 

3.8 - Análise quantitativa de agregados e células de Purkinje 

A quantificação das inclusões de Ataxina-3 marcadas por HA e das células de Purkinje 

foi realizada pela análise de 8 secções sagitais dispostas ao longo da extensão lateral do 

cerebelo de cada animal, com uma distância de 240µm entre cada secção. Estas secções foram 

visualizadas utilizando o microscópio Axio Imager Z2 com o software Axio Vision 4.8.2. 

Foram obtidas várias fotografias com a objetiva de 20x para cada lóbulo cerebelar. A análise 

quantitativa dos agregados neuronais e células de Purkinje foi realizada através do software 

ImageJ® 1.52p (Wayne Rasband). Foram selecionadas secções correspondentes à mesma 

região cerebral para cada animal, como descrito anteriormente. Para cada animal foi 

quantificado o número total de agregados e células de Purkinje por lóbulo. Os resultados 

representam o valor médio do número de agregados ou células de Purkinje quantificados nas 

secções selecionadas de cada animal.  
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3.9 - Coloração cresilo violeta 

As secções de cérebro foram montadas em lâminas de microscópio, marcadas com 

coloração de cresilo violeta (acetato de cresilo violeta, Alfa Aesar) e desidratadas pela 

passagem por concentrações crescentes de soluções de etanol (EtOH 75,96 e 100%) e por fim 

substituto do xileno (Sigma). As secções foram cobertas com meio de montagem Eukitt (O. 

Kindler GmbH & CO, Freiburg, Germany) e lamela para posterior visualização ao 

microscópio. 

 

3.10 - Análise estatística 

 A análise estatística representada em 4.2 e 4.3 foi realizada utilizando o teste one-way 

ANOVA. Os valores são expressos como valores brutos ou médias ± SEM. Toda a análise 

estatística foi realizada através do software GraphPad Prism versão 7.04 (GraphPad software, 

La Jolla, USA). 
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4. RESULTADOS 

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

type gera animais transgénicos 

 O cruzamento de murganhos machos heterozigóticos (+/-) SCA3/MDJ Q69 com 

fêmeas C57BL/6 wild-type leva à obtenção de murganhos SCA3/MDJ Q69 ou murganhos 

wild-type, permitindo a manutenção da colónia (Torashima et al., 2008; Oue et al., 2009). 

Para ser possível a identificação dos descendentes transgénicos é necessário proceder à sua 

genotipagem. A genotipagem dos animais utilizados neste estudo foi realizada por extração de 

DNA proveniente de furos das orelhas dos murganhos nascidos.  

 Após extração do material genómico e respetiva purificação, procedeu-se à 

amplificação do transgene humano de SCA3/MDJ Q69, correspondendo à forma truncada da 

proteína Ataxina-3, através de uma reação de PCR. Os produtos desta reação foram 

carregados num gel de agarose, realizando-se corrida de eletroforese para separação das 

bandas de acordo com o peso molecular. A visualização de uma banda com cerca de 450 bp 

permite a identificação dos animais transgénicos (Figura 4.1-A).  

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 heterozigóticos (+/-) SCA3/MDJ Q69 com fêmeas C57BL/6 wild-type. A 

região genómica da Atx3 foi amplificada por PCR do DNA genómico dos murganhos, utilizando os 

respetivos primers. Foi, também, amplificada a região da β-actina como controlo da amplificação. 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 região 

da Atx3 é de cerca de 450 bp, detetado por comparação 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, F1R, F1L, FB, M1R, M1L, MB. Assim, os animais transgénicos são F1R e M1L, 

que foram identificados pela presença de bandas duplas. O tamanho das bandas, em pares de bases 

(bp), está representado à esquerda do gel. (B) Relação entre o número de murganhos transgénicos 

SCA3/MDJ Q69 (23) e o número de murganhos wild-type (28) genotipados ao longo de todo o estudo. 

Abreviaturas: Tg, transgénico; WT, wild-type. 
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Ao longo do estudo foram obtidas 10 ninhadas de animais resultantes de vários 

cruzamentos, que correspondem a diferentes coortes utilizados para análise (Anexo 1). Na 

totalidade do estudo foi possível 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 sobreexpressão de G3BP1 conduz a uma melhoria moderada do fenótipo motor 

em murganhos com SCA3/MJD 

Os murganhos transgénicos SCA3/MJD Q69 utilizados neste estudo são 

caracterizados pelo surgimento de sintomas patológicos precoces e um fenótipo 

neuropatológico 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 terapêutico da sobreexpressão de G3BP1 na recuperação ou melhoria do fenótipo da 

SCA3/MJD. Como controlo, foram avaliados murganhos transgénicos não-injetados e 

murganhos transgénicos injetados com GFP, com idade semelhante aos murganhos injetados 

com G3BP1. Foram ainda, analisados animais wild-type para comparação do desempenho 

comportamental em animais sem a patologia. Os testes de comportamento foram realizados a 

cada 3 semanas após a injeção, de forma a avaliar a recuperação motora dos murganhos 

transgénicos injetados com G3BP1 ao longo do tempo, terminando às 9 semanas após injeção. 

A coordenação motora e equilíbrio foram avaliados por teste de rotarod de velocidade 

constante (Anexo 2). Passadas 9 semanas desde a injeção, foi possível verificar uma tendência 

de melhoria do desempenho particularmente relevante nos murganhos transgénicos injetados 

com G3BP1 em relação 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 os murganhos apresentavam em cair do rotarod em movimento. 

A coordenação motora também foi avaliada no teste de natação, no qual os murganhos 

foram colocados numa das extremidades de um tanque preenchido com água, sendo registado 

o intervalo de tempo entre o qual são colocados na água até que sobem para a plataforma que 

se encontra na extremidade oposta (Anexo 3). Os murganhos transgénicos injetados com 

G3BP1 demonstraram uma redução para cerca de metade no tempo necessário para atingir a 

plataforma, às 9 semanas após injeção (0,499 ± 0,0848; Figura 4.2-B), enquanto esta 
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diferença não 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 sobreexpressão de G3BP1 induz uma tendência para a melhoria da coordenação 

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 latência em cair. 

Os murganhos injetados com G3BP1 demonstraram um maior aumento da latência em cair quando 

comparados com os grupos controlo, 9 semanas após injeção. (B) Desempenho no teste de natação 9 

semanas após injeção, medido pelo tempo que os murganhos demoraram a chegar à plataforma. 

Comparativamente aos animais controlo e wild-type, os murganhos injetados com G3BP1 registaram 

uma maior diminuição do tempo necessário para atingir a plataforma às 9 semanas após injeção. Os 

valores são apresentados como médias ± SEM. SCA3 + G3BP1 (n=7), SCA3 + GFP (n=7), SCA3 

(n=7) e wild-type (n=26). 

 

No teste de equilíbrio 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 manutenção do equilíbrio. Como seria de esperar, os 

murganhos wild-type demoram muito menos tempo a atravessar a barra que os animais 

transgénicos. No entanto, não foi possível registar uma melhoria do fenótipo a longo prazo 

dos animais injetados com G3BP1.Estes murganhos necessitaram sempre de mais tempo para 

atravessar ambas as barras em relação aos restantes grupos experimentais mesmo antes da 

injeção, o que se manteve ao longo de todos os pontos da experiência. Ainda assim, no caso 

da barra mais larga (Anexo 4-A) verificou-se uma melhoria relevante no período entre as 6 

semanas e as 9 semanas após injeção, onde se notou uma diminuição do tempo necessário 

para atravessar a plataforma. 

O teste de pegadas foi utilizado para avaliar a progressão da marcha e o fenótipo 

patológico de ataxia. Foram obtidas diversas medições, incluindo a largura da passada das 
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patas dianteiras (frontal base) e traseiras (hind base). Como consequência de deficiências no 

equilíbrio, no modelo transgénico utilizado é de se esperar um aumento na largura da passada 

em relação aos murganhos wild-type. Apesar de não ser significativa, os murganhos injetados 

com G3BP1 demonstraram uma tendência para a diminuição da largura da passada dianteira 

(frontal base) em relação 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 diferença 

maior em relação 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 após injeção. 
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Figura 4.3 – A sobreexpressão de G3BP1 induz uma tendência para uma melhoria na marcha e 

ataxia em murganhos com SCA3/MJD. Análise quantitativa da largura da passada dianteira (frontal 

base) (A) e da passada traseira (hind base) (B) efetuada 9 semanas após a injeção. Os murganhos 

injetados com G3BP1 demonstraram uma tendência para diminuir a largura da passada em 

comparação com os grupos controlo. Os valores são apresentados como médias ± SEM, em milímetros 

(mm). SCA3 + G3BP1 (n=7), SCA3 + GFP (n=7), SCA3 (n=7) e wild-type (n=26). 

 

Para além disso, foram obtidas as distâncias médias entre pegada dianteira e a pegada 

traseira (overlap; Anexo 5). Os animais saudáveis devem sobrepor perfeitamente as pegadas 

dianteiras e traseiras ao longo da marcha, apresentando distâncias perto de zero, aumentando 

esta distância nos casos de deficiências no comportamento motor. De uma forma geral, não se 

verificou uma melhoria na sobreposição das pegadas a longo prazo em murganhos injetados 

com G3BP1. No entanto, nos animais injetados com G3BP1 verificou-se, em todos os pontos 

da experiência, uma tendência para uma diminuição da distância entre pegadas no lado 

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

Adicionalmente, foi analisada a distância entre pegadas sequenciais de membros 

dianteiros (frontal stride) e traseiros (hind stride). Estas medições indicam o comprimento da 
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passada, sendo que distâncias maiores estão associadas a um melhor fenótipo motor. Os 

resultados obtidos para estas medições não indicam uma melhoria significativa da marcha a 

longo prazo para os animais injetados com G3BP1 (Anexo 5). Contudo, ao longo de todo o 

período experimental verificou-se uma tendência constante para o aumento do comprimento 

da passada dos murganhos injetados em comparação com os não-injetados, tanto para a 

passada dos membros dianteiros como para os traseiros em ambos os lados. 

 

4.3 - A sobreexpressão de G3BP1 conduz a uma diminuição da neuropatologia em 

murganhos com SCA3/MJD 

 O modelo transgénico utilizado é caracterizado pela formação 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 sobreexpressão de G3BP1 nestes achados patológicos, foram 

contados o número de agregados de Ataxina-3 e o número de células de Purkinje. Todas as 

secções foram obtidas a partir de animais sacrificados às 10 semanas após injeção.  

Para avaliar se existem melhorias nos animais injetados, foi quantificado o número de 

agregados através de marcação imunohistoquímica para HA (Figura 4.4-A), uma vez que nos 

murganhos transgénicos estas inclusões expressam a Ataxina-3 mutada marcada pelo epídoto 

HA no terminal-N. Os animais injetados exibiram uma tendência para diminuir o número de 

agregados em vários lóbulos (lóbulo II: SCA3 47,667 ± 17,6761 vs SCA3 + GFP 42,333 ± 

27,2784 SCA3 + G3BP1 28,667 ± 5,3645; lóbulo III: SCA3 68,667 ± 15,836 vs SCA3 + GFP 

79,667 ± 28,2862 vs SCA3 + G3BP1 60,333 ± 16,9738; lóbulo IX: 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 número total de agregados presentes na 

totalidade do cerebelo revelou uma tendência para diminuir quando comparado com os 

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 sobreexpressão de G3BP1 conduz a uma diminuição de agregados de Ataxina-3 

em murganhos com SCA3/MJD. (A) Imagens representativas de secções sagitais do cerebelo dos 

animais transgénicos estudados marcados com marcação histoquímica contra HA. Está representado o 

lóbulo VIII, onde se verifica a presença de agregados de Ataxina-3 nas células de Purkinje (setas) dos 

murganhos controlo, mas não na secção do animal injetado com G3BP1. Ampliação de 20x. (B) 

Quantificação do número de agregados de animais sacrificados às 10 semanas após injeção. Foi 

verificada uma tendência para a diminuição de agregados nos animais injetados com G3BP1 em 

relação aos grupos de controlo nos lóbulos II, III e IX, assim como no total do cerebelo. Os valores são 

apresentados como médias ± SEM. SCA3 + G3BP1 (n=3), SCA3 + GFP (n=3), SCA3 (n=3) 
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 Os murganhos transgénicos apresentam uma redução no número de células de 

Purkinje. Assim, para avaliar se existem melhorias nos animais injetados, foi registado o 

número de células de Purkinje através de marcação imunohistoquímica para a calbindina 

(Figura 4.5-A). Nos lóbulos IV-V e VIII, os animais injetados com G3BP1 exibiram uma 

tendência para a presença de um maior número de células de Purkinje (lóbulo IV-V: SCA3 

1203 ± 85,9787 vs SCA3 + GFP 1159 ± 98,0765 vs SCA3 + G3BP1 1481,667 ± 145,2645; 

lóbulo VIII: SCA3 709,333 ± 32,7431 vs SCA3 + GFP 725 ± 88,0984 vs SCA3 + G3BP1 

925,333 ± 92,2972; Figura 4.5-B). A quantificação de células de Purkinje presentes no total 

do cerebelo dos animais injetados com G3BP1 revelou uma pequena tendência para o 

aumento do número 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 sobreexpressão de G3BP1 conduz a uma preservação das céulas de Purkinje em 

murganhos com SCA3/MJD. (A) Imagens representativas de secções sagitais do cerebelo dos 

animais transgénicos estudados marcados com marcação histoquímica contra calbindina. Está 

representado o lóbulo VIII, onde se nota uma melhor preservação das células de Purkinje nos animais 

onde ocorreu a sobreexpressão de G3BP1 em comparação com os grupos de controlo. Ampliação de 

20x. (B) Quantificação do número de células de Purkinje de animais sacrificados às 10 semanas após 

injeção. Foi verificada uma tendência para a presença de maior número de células de Purkinje nos 

animais injetados com G3BP1 em relação aos grupos de controlo nos lóbulos IV-V e VIII, assim como 

na totalidade do cerebelo. Os valores são apresentados como médias ± SEM.  
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 A análise das secções com coloração de cresil violeta permitiu observar uma possível 

diferença na espessura da camada granular e molecular dos neurónios presentes no cerebelo. 

Os resultados observados indicam uma tendência para a preservação da integridade dos 

neurónios em animais onde há sobreexpressão de G3BP1 (Figura 4.6). 

 

Figura 4.6 – A sobreexpressão de G3BP1 conduz a uma conservação das camadas neuronais de 

neurónios do cerebelo em murganhos com SCA3/MJD. Imagens representativas das secções 

sagitais do cerebelo dos murganhos SCA3/MJD estudados, marcados com coloração cresilo de violeta. 

Estão representados os lóbulos VIII, IX e X, onde parecem existir diferenças na espessura da camada 

granular (GL) e molecular (ML) entre os animais injetados com G3BP1 e os grupos controlo. 

Ampliação de 10x. 
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5. DISCUSSÃO 

O principal objetivo deste projeto foi investigar se a sobreexpressão de G3BP1 pode 

aliviar o fenótipo motor e neuropatológico de murganhos transgénicos SCA3/MJD Q69. De 

uma forma geral, se bem que com resultados moderados, verificou-se que esta possível 

estratégia terapêutica conduziu a uma melhoria da coordenação motora e da neuropatologia 

observada no cerebelo deste modelo animal da SCA3/MJD. No entanto, serão necessários 

mais estudos para aumentar o número de animais e de quantificações efetuadas.  

A expressão de proteínas que contrariam eventos tóxicos envolvidos na patogénese 

das doenças de poliglutaminas pode exercer efeitos terapêuticos. Deste modo, a 

reversibilidade da via dos grânulos de stress oferece novas oportunidades para estimular vias 

bioquímicas endógenas, com um potencial de permitir a reversão e remoção de agregados 

patológicos e talvez atrasar a progressão da doença (Vanderweyde et al., 2012; Wolozin, 

2012). A relação entre a via dos grânulos de stress e proteínas ligadas a doenças 

neurodegenerativas sugere a existência de um papel relevante das vias comuns nestes 

processos, como aquelas envolvidas no controlo da tradução. Como principais componentes 

dos SGs, as proteínas ligantes de RNA destacam-se como potenciais novos alvos para 

intervenções terapêuticas em doenças neurodegenerativas.  

Como mencionado anteriormente, a G3BP1 é uma proteína ligante de RNA com 

diversas funções, entre as quais se distingue a capacidade de induzir a formação de SGs 

quando sobreexpressa (Reineke et al., 2012; Reineke et al., 2015; N. Kedersha et al., 2016). 

Para além disso, foi demonstrada a interação da G3BP1 com diversas proteínas, que modulam 

a formação de SGs (N. Kedersha et al., 2016). Como parte da resposta ao stress, a indução de 

SGs contribui para o controlo e inibição da tradução 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 evidências e os resultados referidos, a nossa hipótese 

é que a sobreexpressão de G3BP1 possa ter um papel neuroprotector, particularmente na 

SCA3/MJD.  

Existem alguns tipos de abordagens terapêuticas em desenvolvimento para tratamento 

de doenças de poliglutaminas. Foram já obtidos resultados promissores em estudos de 

abordagens terapêuticas que atuam em processos patológicos precoces, como aquelas 

abordagens que têm como objetivo a degradação ou bloqueio da transcrição de proteínas 

patogénicas, mas também estratégias que atuam na agregação proteica e na clivagem 
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proteolítica. Por outro lado, as estratégias que contrabalançam deficiências nos mecanismos 

de manutenção da homeostasia proteica, na desregulação na tradução, nas disfunções a nível 

mitocondrial ou na sinalização do cálcio também têm gerado resultados positivos, com 

melhorias nos fenótipos e neuropatologia associados a estas doenças (Matos et al., 2019). 

Existem também algumas abordagens que têm como objetivo promover a neuroprotecção. Por 

exemplo, as deficiências motoras e neuropatológicas de dois modelos da SCA3/MJD 

demonstraram melhorias após a sobreexpressão de um neuropétido Y mediada por lentivírus 

(Duarte-Neves et al., 2015). Esta terapia pode ter sido causada pelo aumento dos níveis de 

fatores neurotóficos acompanhado pela diminuição de vários marcadores neuroinflamatórios 

(Duarte-Neves et al., 2015).  

Recentemente, estudos genéticos utilizando modelos animais demonstraram o 

potencial benefício da manipulação das vias de RBPs. O knockdown de Atx2 aumentou em 

80% o tempo médio de vida de um modelo animal de esclerose lateral amiotrófica, tendo por 

base a sobreexpressão de TDP43 wild-type (Becker et al., 2017). Por outro lado, a 

sobreexpressão de Atx2 num modelo transgénico de SCA3/MJD demonstrou melhorias na 

neuropatologia e fenótipo motor. No mesmo estudo, as mutações nos motivos de ligação da 

Atx2 ao PABP ou a sobreexpressão de PABP conduziram ao aumento da agregação de Atx3 

mutada. A sobreexpressão de Atx2 em modelos da SCA3/MJD provou melhorar a 

neuropatologia devido à sua interação com PABP (Nóbrega et al., 2015).  

Os animais utilizados neste estudo foram obtidos a partir do cruzamento de murganhos 

heterozigóticos SCA3/MDJ Q69 com animais wild-type. A obtenção de animais suficientes 

para o estudo demonstrou ser um processo demorado, com obtenção de apenas cerca de 45% 

de animais transgénicos por cada ninhada. Isto condicionou a obtenção de um número 

suficiente de animais para permitir obter resultados estatisticamente significativos. Este 

tornou-se um obstáculo particularmente relevante para a avaliação neuropatológica, 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 expressão de uma 

forma truncada da Ataxina-3 com 69 repetições de CAG, sendo direcionada por um promotor 

específico para as células de Purkinje (promotor L7) (Torashima et al., 2008). As células de 

Purkinje estão localizadas no cerebelo, que desempenha um papel importante na coordenação 

de movimentos voluntários, bem como na manutenção da postura e equilíbrio. Estes animais 

transgénicos apresentam deficiências na marcha e equilíbrio características do fenótipo de 



56 

 

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 já exibiam um fenótipo de ataxia pronunciado. De 

uma forma geral foi possível observar uma melhoria do fenótipo motor às 9 semanas após 

injeção com G3BP1. Os murganhos transgénicos injetados com G3BP1 apresentaram uma 

melhoria do desempenho motor mais relevante do que a apresentada pelos grupos controlo, 

apresentando alívio do fenótipo especialmente nos testes de rotarod e natação. Por sua vez, a 

análise das pegadas revelou diminuições na largura da passada dos animais injetados com 

G3BP1, indicando melhorias ao nível da marcha e coordenação motora. 

Na mesma linha, a sobreexpressão de G3BP1 é capaz de melhorar a neuropatologia no 

modelo transgénico de SCA3/MJD, comprovado por uma tendência de diminuição do número 

de agregados de Atx3 e do volume de perda neuronal num modelo lentiviral no estriado de 

SCA3/MJD (Tomé, 2016). De acordo com esta e outras evidências, neste estudo foi possível 

observar melhorias em relação à patologia associada à SCA3/MJD. O modelo transgénico 

utilizado apresenta inclusões de Atx3 e atrofia severa do cerebelo com deficiências nas células 

de Purkinje (Torashima et al., 2008). Com o objetivo de avaliar o efeito da sobreexpressão de 

G3BP1 no resgate da neuropatologia nos animais transgénicos, foi analisado o número de 

células de Purkinje, o número de agregados e a camada de neurónios do cerebelo, às 10 

semanas após injeção. Os animais injetados com G3BP1 apresentaram uma diminuição do 

número de agregados de Ataxina-3, acompanhado de uma preservação do número de células 

de Purkinje em alguns lóbulos. Apesar da ausência de quantificação, a espessura da camada 

granular e molecular de neurónios do cerebelo parece, também, estar melhor conservada nos 

animais onde ocorre sobreexpressão de G3BP1. Estas tendências não foram contudo, 

observadas para todos os lóbulos, o que pode ser explicado pela possível existência de 

diferenças nos níveis de transdução da terapia, mas também pelo reduzido número de animais 

incluídos nesta análise. 

 Num estudo do nosso grupo acima referido, foi avaliada a restauração dos níveis de 

Atx2 pela sua expressão lentiviral no mesmo modelo transgénico, após o estabelecimento da 

doença (Nóbrega et al., 2015). Esta sobreexpressão foi capaz de restabelecer os níveis de Atx2 

que se encontravam diminuídos, conduzindo a uma melhoria do desempenho motor 

comparado com os animais injetados com GFP. Por sua vez, a análise neuropatológica 

revelou uma diminuição significativa do número de agregados e preservação das células de 

Purkinje nos lóbulos cerebelares onde ocorreu transdução da Atx2 (Nóbrega et al., 2015). 
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 Noutro estudo, o silenciamento específico do alelo de Ataxina-3 mutante melhorou o 

fenótipo 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 após injeção 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 preservação do desempenho que é relevante, 

quando comparada com o declínio 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 período de 

intervenção e do estágio da doença. Num mesmo período de 10 semanas, o modelo 

transgénico demonstrou resultados modestos comparativamente aqueles obtidos com o 

modelo da SCA3/MJD baseado em lentivírus (Nobrega et al., 2013a), que apresentou 

resultados equiparáveis a animais wild-type na maioria dos parâmetros avaliados. Tal como no 

nosso estudo, a sobreexpressão de beclina-1 foi aplicada no modelo transgénico que mimica o 

estágio tardio da doença no momento da injeção. Ainda assim, esta terapia foi capaz de 

conduzir a uma recuperação parcial do fenótipo, com melhorias na marcha, no equilíbrio e na 

coordenação motora (Nascimento-Ferreira et al., 2013). No nosso estudo, a sobreexpressão de 

G3BP1 não foi capaz de reverter completamente o fenótipo da SCA3/MJD. Isto pode ser 

explicado pelo facto da injeção com G3BP1 ter sido realizada num estágio tardio (4-5 

semanas de idade). Por outro lado, a duração do estudo pode não ter condicionado os efeitos 

terapêuticos neste modelo transgénico. Tal como para a beclina-1, os efeitos da 

sobreexpressão de G3BP1 não chegaram a ser avaliados para longos períodos de tempo num 

estádio de doença avançado. 

 Em termos neuropatológicos, foi testada a sobreexpressão de beclina-1 em estádios 

distintos (Nascimento-Ferreira et al., 2013). A administração precoce de beclina-1 foi capaz 

de prevenir o desenvolvimento de neuropatolgia a proteger as células neuronais, enquanto a 

injeção tardia não foi capaz de prevenir danos celulares. Esta intervenção causou apenas 

melhorias neuropatológicas, especialmente no modelo transgénico, em que já se verificava 

atrofia cerebelar. A expressão de beclina-1 no modelo transgénico demonstrou a capacidade 

de preservar as arborizações dendríticas de células de Purkinje, assim como de atrasar a 

progressão da atrofia cerebelar, observada pelo aumento da respetiva camada molecular 
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(Nascimento-Ferreira et al., 2013). Apesar de esta estratégia não ser especificamente 

neuroprotectora foi capaz de produzir resultados positivos neste modelo da SCA3/MJD. 

 Em suma, os nossos resultados demonstraram que a sobreexpressão de G3BP1 pode 

exercer efeitos positivos no cerebelo de murganhos transgénicos SCA3/MJD Q69. A 

sobreexpressão desta RBP é capaz de conduzir a uma melhoria do fenótipo e neuropatologia 

neste modelo da SCA3/MJD. Assim, a injeção com G3BP1 por vir a constituir uma terapia 

promissora para esta e outras doenças de poliglutaminas. No entanto, estudos adicionais são 

necessários para comprovar esta hipótese. 
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6. CONCLUSÃO E PRESPETIVAS FUTURAS 

Neste estudo foi possível verificar que a sobreexpressão de G3BP1 é capaz de 

melhorar as deficiências motoras e neuropatológicas associadas à SCA3/MJD, embora os 

resultados sejam bastante moderados, sobretudo em comparação com dados no modelo 

lentiviral de SCA3/MJD. Assim, o tratamento com G3BP1 pode constituir um bom candidato 

para terapias que atrasem a progressão da SCA3/MJD e, possivelmente, outras doenças de 

poliglutaminas. Este paradigma experimental permite, também, uma avaliação detalhada da 

evolução comportamental motora deste modelo transgénico após a terapia. 

As nossas observações a nível de comportamento de murganhos com SCA3/MJD 

permitiram concluir que a sobreexpressão de G3BP1 conduz a uma melhoria do fenótipo 

motor, quer a nível de coordenação motora, quer a nível do equilíbrio e marcha.  

Sandra Tomé, 2016 em “Insights into the role of stress granules in spinocerebellar 

ataxias” reportou que a sobreexpressão de G3BP1 num modelo lentiviral de murganhos 

SCA3/MJD conduz a uma redução significativa dos agregados de ubiquitina e preservação do 

marcador neuronal DARPP-32. Estes resultados estão de acordo com o nosso estudo no 

sentido em que foi possível observar um efeito neuroprotetor da G3BP1, avaliada pela 

tendência para a diminuição dos agregados de Ataxina-3 e pela preservação das células de 

Purkinje. No entanto, a sobreexpressão de G3BP1 não foi capaz de resgatar completamente os 

defeitos neuropatológicos nos animais transgénicos. 

Em estudos futuros, seria importante avaliar a área de cerebelo transduzida com esta 

terapia, avaliando os lóbulos onde se verifica a presença de G3BP1 e/ou GFP, de modo a 

associar esta terapia aos achados neuropatógicos observados nos lóbulos afetados pela mesma. 

Também seria interessante avaliar o efeito da injeção de G3BP1 em estágios mais precoces, 

onde a doença e os sintomas desta não estejam tão avançados. Esta abordagem pode ter mais 

hipóteses de reverter o fenótipo da SCA3/MJD, pois pode dar origem a efeitos mais eficazes e 

persistentes. Por outro lado, seria importante verificar a evolução desta terapia durante um 

período mais alargado, para que o tratamento possa atingir o máximo do seu potencial, 

durante um estágio patológico severo. Outra variável a considerar pode ser a administração de 

múltiplas injeções,  com o objetivo de aumentar a área transduzida.  

De forma a obter mais dados, estamos correntemente a recolher e processar as 

amostras histológicas dos animais que não foram incluídos neste estudo, por motivos de 

limitação de tempo. Outra abordagem a concretizar no futuro será a quantificação das 
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camadas granular e molecular do cerebelo, de forma a avaliar alterações na atrofia cerebelar 

dos animais tratados. A diminuição de Ataxina-3 pode ser futuramente quantificada através da 

técnica de Western Blot e de PCR quantitativo (qPCR), através da homogeneização do 

cerebelo. O potencial terapêutico da G3BP1 pode ser também avaliado pela medição por 

qPCR dos níveis de indicadores de neuroprotecção e imunomodelação, como neurotrofinas e 

interleucinas (ILs), respetivamente.  
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ANEXOS 

 

Coorte Gaiola Género Marca Genótipo 

 

Coorte Gaiola Género Marca Genótipo 

 
1 

137 F 1R WT * 

7 

168 M 1L Tg 

 137 F 1L Tg 

 

168 M 1R WT 

 
2 

139 F 1R WT 

 

168 M 1R1L WT 

 139 F 1R1L Tg 

 

168 M 2R WT * 

3 

151 F 1R Tg 

 

8 

173 F 1R Tg 

 151 F 1L Tg 

 

174 F 1R WT 

 151 F 2R Tg 

 

174 F 1L Tg 

 151 F 2L WT 

 

174 F 1R1L WT 

 151 F 1R1L WT 

 

175 M 1R Tg 

 

4 

153 F 1L WT 

 

175 M 1L Tg 

 153 F 1R Tg 

 

175 M 1R1L WT 

 153 F 1R1L WT 

 
9 

176 F 1R Tg 

 154 M 1R WT 

 

177 M 1R WT 

 154 M 1L Tg 

 

10 

178 F 1R Tg 

 154 M 1R1L WT 

 

178 F 1L Tg 

 

5 

164 F 1L Tg 

 

178 F 1R1L WT 

 164 F 2R WT 

 

178 F 2R Tg 

 165 M 1R WT 

 

179 M 1R Tg 

 165 M 1R1L WT 

 

179 M 1L WT 

 165 M 2L Tg *** 179 M 1R1L WT 

 

6 

166 F 1R WT 

 

179 M 2R Tg 

 166 F 1L WT 

 

179 M 2L WT 

 166 F 1R1L WT 

 
 

     167 M 1L WT 

 
 

     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 heterozigóticos (+/-) com fêmeas C57BL/6 wild-type. De forma a diferenciar 

os murganhos de cada coorte/gaiola e permitir a extração de material genético foi realizada a marcação 

dos animais pela recolha de furos das orelhas. * - morreu; ** - sacrifício após cirurgia estereotáxica; 

*** - 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 num aparelho de rotarod a uma velocidade 

constante (5rpm, durante 5 minutos) e foi registada a sua latência 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 natação. 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 à 

plataforma colocada na outra extremidade. Os valores são 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 equilíbrio em barras. Os murganhos foram posicionados numa 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 são 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 são apresentados como médias ± SEM, em milímetros 

(mm). SCA3 + G3BP1 (n=7), SCA3 + GFP (n=7), SCA3 (n=7) e wild-type (n=26).  




