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RESUMO
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A ataxia espinocerebelar do tipo 3 (SCA3), também conhecida como doenca de
Machado-Joseph (DMJ), pertence ao grupo das doencas neurodegenerativas por
expansdo de poliglutamina e € o tipo de ataxia de heranca autossdmica dominante mais
comum em muitos paises. Os efeitos clinicos sdo variados, incluindo a coordenagdo
motora anormal e morte precoce.

O gene MJDI, responsdvel pela doenca, codifica a proteina ataxina-3, uma
ubiquitina protease do sistema ubiquitina-proteossomo. Esta proteina quando mutada
contém uma expansao consecutiva de 51-86 glutaminas, em contraste com a ataxina-3
normal que apresenta 14-44 glutaminas. Os mecanismos envolvidos na doenga estdo
principalmente relacionados ao mal enovelamento e consequente agregacdo da
proteina mutada, disfuncdo neuronal e morte celular por apoptose nos neurdnios
afetados.

A investigacdo de estratégias que interfiram diretamente nos efeitos citotoxicos
da doenca representa, portanto, um importante enfoque terapéutico. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver um modelo in vitro dos efeitos citotoxicos da ataxina-3
mutada a fim de avaliar diferentes estratégias terapéuticas para o controle desses
efeitos.

O modelo in vitro para a DMJ foi estabelecido com sucesso utilizando a
sequéncia completa do cDNA da ataxina-3 expandida codificando 84 glutaminas. A
andlise fenotipica das culturas celulares mostrou que nosso modelo apresenta os
principais efeitos fenotipicos e citotéxicos da doenca, como a formacdo de agregados
protéicos e indu¢do de morte celular. N&s investigamos trés estratégias terapéuticas
com a finalidade de diminuir a morte celular no modelo in vitro. A primeira, utilizando
uma chaperona quimica (glicerol) teve o intuito de estabilizar a conformacao nativa da
proteina, auxiliando no enovelamento correto da mesma. Os sais de litio
provavelmente atuam modulando a expressdo gé€nica e poderiam reverter os efeitos
citotéxicos causados pela ataxina-3 expandida que levam a disfun¢do neuronal e a
morte celular. A terceira estratégia focou na atenuacdo da disfun¢do mitocondrial
através de um cofator mitocondrial e antioxidante poderoso, a coenzima QI10. O
glicerol, litio e coenzima Q10 aumentaram a viabilidade das células expressando a
ataxina-3 expandida em 16%, 17% e 11%, respectivamente. O aumento de viabilidade
resultou da diminui¢@o da populacdo celular em apoptose.

Atualmente ndo existem tratamentos eficazes contra a DMJ, dai a importancia
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de se estudar compostos capazes de reduzirem os efeitos citotoxicos da doenca. Esse
trabalho estabeleceu um modelo in vitro para a DMJ, bem caracterizado, facil de ser
manipulado no laboratério e de andlise fenotipica direta que poderd ser mais explorado
futuramente quanto a investigacdo de novos alvos terapéuticos e a compreensao dos
mecanismos moleculares envolvidos na patologia da doenca. Nossos resultados
indicam que o glicerol, o litio e a coenzima Q10 sdo bons candidatos para prevenir a
morte celular causada pela ataxina-3 expandida e, portanto, estudos adicionais

utilizando esses 3 compostos devem ser considerados.
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Spinocerebellar ataxia-3 (SCA3), also known as Machado-Joseph disease
(MJD), belongs to a group of neurodegenerative disorders caused by expansion of a
polyglutamine stretch, called polyglutamine diseases. MJD is the most frequent
inherited autosomal dominant ataxia in many countries. Clinical manifestations are
varied, including abnormal motor coordination and early death.

The protein encoded by MJD1, ataxin-3, is an ubiquitin protease that belongs to
the ubiquitin-proteasome system. The responsible for MJD is a trinucleotide repeat
expansion (CAG), which leads to an elongated polyglutamine tract in the encoded
ataxin-3 protein, varying from 51 to 86 glutamines. On the other hand, normal alleles
range between 14 and 44. The mechanisms underlying the disease are mainly related to
protein misfolding and aggregation, neuronal dysfunction followed by cell death
within the affected neurons.

Investigation of strategies that interfere directly with disease cytotoxic effects
represents an important therapeutic approach. The objective of this study was to
develop an in vitro model that presented the main expanded ataxin-3 cytotoxic effects
in order to evaluate different therapeutic strategies to control these effects.

The in vitro model for MJD was successfully established using the complete
ataxin-3 cDNA coding 84 glutamines. We confirmed that the model presented the
main phenotypic and cytotoxic effects of the disease, such as protein aggregates and
induction of cell death. We investigated three therapeutic strategies aiming cell death
reduction in our in vitro model. The first, using a chemical chaperone (glycerol), was
designed to stabilize the native protein and help protein folding. Lithium probably acts
by modulating gene expression, and it was used in order to reverse the cytotoxic
effects resulted from the disease, such as neuronal dysfunction and cell death. The
third strategy focused on attenuation of mitochondrial dysfunction via a mitochondrial
cofactor and powerful antioxidant, coenzyme Q10. Glycerol, lithium and coenzyme
Q10 increased the viability of cells expressing expanded ataxin-3 in 16%, 17% and
11%, respectively. This augmentation resulted from a decrease in cell population
undergoing apoptosis.

Currently, there are no effective treatments against MJD, hence the importance
of studying compounds capable of reducing disease cytotoxic effects. This work
established an in vitro model for MJD, well characterized, and easy to be manipulated

and analyzed. This model can be further explored for therapeutic investigations and for
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better understanding of molecular mechanisms involved in disease pathology. Our
results indicate that glycerol, lithium and coenzyme Q10 are good candidates for
preventing cell death caused by expanded ataxin-3 and, therefore, further studies with

these 3 compounds should be considered.
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Doencas por poliglutamina

Expansdes de tripletos de DNA tém sido identificadas como causas de
inimeras doencas genéticas neuroldgicas. Uma familia importante sdo as doencas
genéticas neurodegenerativas causadas pela expansdo do trinucleotideo CAG, a qual
resulta em repeticdes expandidas do aminodcido glutamina nas proteinas afetadas e sdo
denominadas, portanto, doencas por poliglutamina. S3o conhecidos nove genes
distintos relacionados a essas doencas, sdo elas: doenca de Huntington, atrofia
muscular espino-bulbar (SBMA), atrofia dentatorubral palidoluisiana e as ataxias
espinocerebelares (SCA) dos tipos 1, 2, 3, 6, 7 e 17. Caracteristicas importantes dessas
doencas sdo a ocorréncia de agregados intracelulares e morte neuronal em areas do
sistema nervoso especificas para cada uma das doencas quando o niimero de repeticdes
de glutamina ultrapassa certo limiar (1).

A ataxia espinocerebelar do tipo 3 (SCA3), também conhecida como doenga de
Machado Joseph (DMJ), € o tipo de ataxia de heranca autossdmica dominante mais
comum no Brasil e em varios outros paises. Apresenta prevaléncia em torno de
1:100.000 e corresponde a mais da metade das ataxias com heranga autossOmica
dominante no Brasil (2;3). A DMJ foi primeiramente descrita em uma familia de
imigrantes portugueses em 1972 (4). Nos anos seguintes a doenca foi relatada em

outros paises e populacdes diferentes daquelas de origem portuguesa (5).

Caracteristicas clinicas da doenca de Machado-Joseph

A DMJ € caracterizada por grande variabilidade fenotipica, com sinais e
sintomas relacionados ao envolvimento de multiplas populacdes neuronais (6). As
principais manifestacdes clinicas sao: perda de coordenacdo motora (ataxia),
anormalidades da movimentagdo ocular, neuropatia periférica, disfun¢do piramidal e
extra-piramidal (em geral espasticidade e distonia) (5;7). Classicamente considera-se
que as funcdes cognitivas estejam preservadas, no entanto na literatura hd casos
descritos de deméncia, manifestacdes psiquidtricas, alteracOes das fungdes executivas e
emocionais (8-10).

A doenca tem um curso lento e progressivo. O inicio da sintomatologia ocorre
na maioria dos casos na idade adulta, mas a doenca pode se manifestar em criangas e
idosos. A idade de inicio da doencga correlaciona-se inversamente com o nimero de

repeticoes CAG (11). O tamanho da expansdao de CAG também influencia o fendtipo
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da doencga, de maneira que repeticdes maiores estdo associadas a piores manifestacdes

piramidais e distonia (12).

Genética da doenca de Machado-Joseph

O gene MJDI, responsdvel pela doenca, estd localizado no cromossomo
14g32.1 e codifica a proteina ataxina-3 (13). Até o momento, a mutacdo presente em
todos os pacientes com DMJ é uma expansdo de repeticdo do trinucleotideo CAG
localizado no 10° exon do MJDI, que leva ao alongamento do trato de poliglutamina
na proteina ataxina-3. A doenca se desenvolve quando um alelo possui mais de 51
repeticdes, podendo chegar até 86 (6). Os alelos normais apresentam um nimero
varidvel de repeticdes de poliglutamina, estando geralmente entre 14 e 44 (14).
Existem ainda os alelos intermedidrios (45 a 51 repeticdes) que apresentam
penetrancia reduzida (14;15).

A mutacao responsdvel pela desordem € instdvel, assim o nimero de repeticdes
no alelo expandido pode variar durante a transmissao parental. De modo geral, hd uma
tendéncia para o aumento desse niimero nas geracoes sucessivas. Essa instabilidade é
responsavel pelo fendmeno de antecipacdo, assim geragdes sucessivas iniciam a
doenca em idades mais jovens e com fendtipos mais graves (13).

Casos de homozigose para a expansdo de poliglutamina sdo raros, no entanto
os casos relatados apresentaram fenétipos mais graves do que aqueles que contém

apenas um alelo mutante (16). Este fato sugere que hd um efeito de dose na DMJ.

Estrutura génica e funcao da proteina

A ataxina-3 contém um dominio globular denominado Josephin na por¢ao N-
terminal, ao qual foi recentemente atribuido uma atividade de ubiquitina protease
(17;18), dois ou trés dominios de interacdo a ubiquitina (dependendo da variante de
splicing), que sdo capazes de ligar a ubiquitina (19;20), seguido pela extensdo de
poliglutamina e dominio varidvel C-terminal. A proteina ataxina-3 possui 42 kDa e
esta presente tanto no nucleo quanto no citoplasma (21).

Foi demonstrado em Drosophila a capacidade da ataxina-3 normal em suprimir
a neurodegeneracdo in vivo causada pelas doengas por poliglutamina, essa acdo
supressora depende de atividades da proteina associadas a ubiquitina e a fungdo do

proteossomo (22). Diversas evidéncias sugerem que a ataxina-3 seja capaz de se ligar e
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clivar cadeias especificas de ubiquitina (17;18;23-26). Sua atividade estaria
aumentando a eficiéncia da degradacdo de proteinas ubiquitinadas pelo proteossomo,
provavelmente a ataxina-3 facilita o transporte de proteinas anormais para serem
degradadas pela maquinaria da célula (27). Quando sua atividade enzimdtica é
inativada, a proteina deixa de suprimir a neurodegeneracao e se torna toxica (22).

Tem sido sugerido ainda um possivel papel da ataxina-3 na regulacdo génica,
pois esta proteina contém um sinal de localizacdo nuclear putativo (28), além da
capacidade de interagir com histona, co-ativadores transcripcionais e apresentar

atividade transcripcional repressora (29;30).

Neuropatologia da doenca de Machado-Joseph

Embora a expressio da ataxina-3 expandida seja ubiqua, o aspecto
degenerativo da doenca foi descrito apenas em regides especificas do sistema nervoso,
as principais lesdes estdo localizadas no sistema espinocerebelar e nicleo denteado
cerebelar (31;32). Observa-se perda neuronal nos ganglios da base, substancia negra,
nicleo rubro, nicleo denteado, nicleos pontinos, nicleos dos nervos cranianos e
estruturas da medula espinhal (coluna de Clarke, colunas intermediolaterais e cornos
anteriores, 5;6;33).

Inclusdes intracelulares sdo marcadores fenotipicos importantes da doenca, elas
estdo presentes tanto no nicleo quanto no citoplasma de neuronios (34;35). As
inclusdes encontram-se ndo apenas nas regides afetadas pela doenga, mas também
naquelas ndo afetadas como: cortex cerebral, tdlamo, estriato, corpo lateral geniculado,

oliva inferior e ganglios da raiz dorsal e simpdticos (31;36).

Mecanismos moleculares envolvidos na patogénese da DMJ

O mal enovelamento das proteinas ataxina-3 expandida e a formacdo de
agregados foram inicialmente identificados como possiveis fatores chave na causa das
doengas por poliglutamina a partir da observacdo de diferentes tipos de agregados
intraneuronais em pacientes afetados pela doenca (35;37;38). Um mecanismo possivel
no qual a proteina mutada forma agregados seria a perda da estabilidade natural por
causa do trato de poliglutamina expandido, levando a formagdo e acimulo de espécies
parcialmente enoveladas e predispostas para agregacdo, o que resulta por fim em

fibrilizacdo (39). Diversos mecanismos celulares, como a atuagdo de chaperonas
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moleculares, sistema ubiquitina-proteossomo e autofagossomo/lisossomo, agem na
defesa celular contra a ataxina-3 mutada (40;41). No entanto, quando a concentracio
dessas proteinas excede a capacidade celular de auxiliar no enovelamento e
degradacdo, as mesmas podem formar agregados insoliveis que sdo sequestrados em
inclusdes (42). Além da ataxina-3, essas inclusdes sdo formadas pelo proteossomo,
chaperonas moleculares e fatores de transcricdo ou co-ativadores (40).

Embora a ocorréncia dos agregados seja um componente morfologico bastante
reconhecido na DMJ, sua associagdo com a neurodegeneracdo e seu papel preciso na
patogénese da doenca ainda ndo estdo claros. Tem sido questionado se as inclusdes
estdo diretamente relacionadas com a citotoxicidade. Evidéncias recentes relataram
que as inclusdes ndo sdo tdéxicas, no entanto demonstraram que a proteina mal-
enovelada é toxica (43;44). A baixa correlagdo entre neurdnios que apresentam
inclusdes e neurOnios realmente degenerando indicam que as inclusdes ndo sdo
necessdrias ou suficientes para provocar dano neuronal (6;32;45;46). Embora ainda
ndo esteja certo o papel das inclusdes na patogénese das doengas por poliglutamina, é
indiscutivel que as mesmas sao marcadores fenotipicos importantes da doenca.

A sequéncia precisa dos eventos envolvidos na patogénese da doenca ainda ndo
estd estabelecida, provavelmente diversos mecanismos levam a disfun¢do neuronal e
morte celular. A formacdo de oligomeros toxicos a partir da proteina mutada
possivelmente estd relacionada a patogénese, além de interacdes anormais proteina-
proteina que prejudicam vdrias funcdes celulares como a expressio génica, localiza¢do
subcelular, trafico axonal, homeostase protéica e degradacdo protéica (42). O processo
parece estar inicialmente relacionado a uma clivagem proteolitica que libera
fragmentos toxicos contendo a expansdo de poliglutamina (47).

Chaperonas moleculares e o proteossomo sdo atraidos para os agregados de
poliglutamina por reconhecerem o mal-enovelamento dessas proteinas (48;49).
Enquanto as chaperonas se associam livremente e se movimentam para dentro e fora
dos agregados (50), o proteossomo permanece no local na tentativa de degradar as
proteinas agregadas (51). A redistribuicdo do proteossomo para os agregados pode
limitar sua disponibilidade na célula levando a diminuicdo na atividade de degradacdo
protéica e acumulo de diversas proteinas danificadas ou mal-enoveladas (51;52),
podendo, dessa maneira, ocorrer a ativacao da resposta celular ao estresse e inducao da

apoptose.
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O dano celular causado por um aumento do estresse oxidativo também parece
ter um papel importante na progressdio da DMJ. Ataxina-3 expandida influencia a
atividade enzimdtica de componentes que reduzem O, e H,O, e promove danos ao
DNA mitocondrial levando a disfuncdo mitocondrial (53). Agregados protéicos
podem, ainda, bloquear fisicamente o transporte de proteinas influenciando a fungdo
das mesmas (42). Por exemplo, fragmentos da ataxina-3 mutada resultaram no
bloqueio axonal em Drosophila (54).

Interagdes da ataxina-3 expandida com fatores de transcri¢do e co-ativadores
especificos podem alterar a expressdao génica, tais interacdes podem envolver o
sequestro de proteinas alvo pelos mondmeros de ataxina-3 ou pelos agregados. Ja
foram relatadas interagdes anormais com a proteina de ligacdo a TATA e a proteina de
ligacdo a CRE (42). A desregulacdo transcripcional foi verificada em animais
transgénicos para DMJ, nestes houve uma reducdo da expressio de RNAm de
proteinas envolvidas com neurotransmissdo glutamatérgica, sinalizagdo/mobiliza¢do
de cdlcio intracelular ou vias de MAP quinase, subunidades do receptor GABA Az,
proteinas de choque térmico (Hsp) e fatores de transcricdo que regulam a
sobrevivéncia e diferenciacdo neuronal. Também foram observados o aumento da
expressao de Bax, ciclina D1 e CDKS5-p39, que podem mediar a morte celular (55).
Um estudo in vitro mostrou que a ataxina-3 expandida causa neurodegenera¢do em
neurodnios cultivados do cerebelo, corpo estriado e substiancia negra através do
aumento da expressdo do RNAm pro-apoptético Bax e redugdo da expressdo do

RNAm anti-apoptético Bel-xi. (56).

Estratégias terapéuticas

A investigacdo de alvos terapéuticos para a DMJ € de extrema importancia,
pois ndo existem tratamentos especificos contra a doenga, estdo disponiveis apenas
medicamentos que amenizam alguns sintomas (57). As estratégias terapéuticas podem
ser divididas em duas categorias principais: (i) a reversdo dos defeitos celulares
induzidos pela ataxina-3 expandida ou (ii) a atuacdo direta na proteina manipulando a
expressdo, processamento ou conformagdo da mesma (58). Neste trabalho nds
realizamos trés abordagens terapéuticas. A primeira, utilizando uma chaperona
quimica (glicerol) teve o intuito de estabilizar a conformacdo nativa da proteina,

auxiliando no enovelamento correto da mesma. A segunda foi direcionada a reversdao
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dos efeitos citotoxicos derivados da doenca, como a disfuncdo neuronal e morte
celular, utilizando o litio. A terceira focou na atenuacdo da disfuncdo mitocondrial

através de um cofator mitocondrial e antioxidante poderoso, a coenzima Q10.

Chaperonas

Organismos desde arqueobactérias até eucariotos desenvolveram uma classe de
protefnas altamente conservadas, chamadas de chaperonas moleculares, que previnem
interagdes inapropriadas dentro e entre polipeptideos, aumentam a eficiéncia do
enovelamento protéico e promovem o re-enovelamento de proteinas que tiveram sua
conformacdo alterada por estresse celular (40). Em condi¢des de estresse, por exemplo
o aumento da temperatura, ocorre a ativacdo de um programa celular conhecido como
resposta ao choque térmico, que aumenta a sintese de proteinas Hsp, importantes para
o restabelecimento das proteinas danificadas pelo estresse (59). Quando as chaperonas
moleculares ndo sdo capazes de reparar as proteinas mal-enoveladas, elas direcionam
essas proteinas para serem degradadas pelo sistema ubiquitina-proteossomo ou pelos
lisossomos.

A co-localizacdo de componentes da maquinaria do controle de qualidade de
proteinas com os agregados refletem o sequestro e perda de funcdo desses
componentes, bem como a falha no re-enovelamento ou degradacdo da ataxina-3
expandida (40).

Diversos trabalhos mostram que a super-expressao das chaperonas moleculares
diminui a citotoxicidade causada pelas poliglutaminas expandidas. O aumento de
expressao da Hsp70 suprimiu completamente os defeitos nos olhos de Drosophila
causados pela ataxina-3 expandida (60) e atenuou a neurodegeneracio em um
camundongo modelo para SCA1 (48). A reducdo da citotoxicidade também foi vista
em modelos celulares para DMJ e doen¢a de Huntington (61;62)

Os efeitos positivos das chaperonas moleculares provavelmente estio
envolvidos com o seu papel no enovelamento das proteinas com poliglutamina
expandida e no direcionamento para o sistema ubiquitina-proteossomo. Um outro
possivel mecanismo de acdo visto para Hsp27 seria através da reducido dos niveis de
espécies reativas de oxigénio, ja& que as proteinas com poliglutamina expandida
induzem a producio desses compostos (63).

Foi descrita uma classe de compostos de baixo peso molecular com
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caracteristicas quimicas e funcionais proximas as chaperonas moleculares. Esses
compostos, como o glicerol, solvente organico dimetilsulf6xido (DMSO), N-6xido de
trimetilamina (TMAO), trealose e Congo Red, aumentam a estabilidade de proteinas
em sua conformacdo nativa e sdo chamados de chaperonas quimicas devido a
influéncia sobre o enovelamento protéico (64). Modelos celulares contendo o gene
truncado para DMJ, doenca de Huntington ou SBMA apresentaram reducdo da
citotoxicidade apds o tratamento com chaperonas quimicas (65-69).

Alguns trabalhos mostraram o efeito positivo do Congo Red na reducdo dos
efeitos citotéxicos causados pela doenca de Huntington. Inicialmente, o estudo foi
feito em modelos celulares e posteriormente expandido para modelos animais, com
melhora na coordenacdo motora e aumento da sobrevida média (68;70). Esses
trabalhos reforcam a importancia dos modelos in vitro ja que os resultados obtidos em
modelos celulares puderam ser reproduzidos em modelos animais.

Os resultados dos modelos experimentais indicam o potencial das chaperonas
quimicas na preven¢do dos efeitos citotoxicos induzidos pelas proteinas com trato de
poliglutamina expandido. O aumento da expressdao ou da atividade das chaperonas

representam importantes estratégias terapéuticas para as doengas por poliglutamina.

Litio

O litio possui a¢ao neuroprotetora documentada, no entanto seu mecanismo de
acdo ainda ndo estd totalmente estabelecido. A acdo do litio parece estar relacionada
com a modulacdo da expressdo de diversos genes, como p53, Bax, Bcl-2 e GSK-3
(71;72). A super-expressdo da glicogénio sintase quinase-3 (GSK-3) potencializa a
apoptose em células de neuroblastoma, enquanto inibidores de GSK-3, como o litio,
protegem as células contra apoptose (73;74). O litio também estd envolvido em outros
processos celulares, como a via de sinalizacdo da proteina quinase C e a inibicdo da
producao de inositol (75;76).

Foi relatada a diminui¢do na formacgdo de agregados e morte celular em um
modelo in vitro para a doenca de Huntington apds o tratamento com litio (72). O efeito
protetor do litio foi mediado pela inibi¢do de GSK-3 e subsequentes alteragdes na
transcricdo génica. GSK-3 € uma proteina principalmente com atividade de sinalizagdo

pro-apoptoética, esta envolvida em diversas funcdes celulares devido a sua habilidade
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de fosforilar proteinas chave que modulam processos como ciclo celular, transcrigdo
génica, integridade do citoesqueleto e apoptose (73;77).

A protecdo conferida pelo litio contra a citotoxicidade induzida pela doenca de
Huntington apresentou-se efetiva em experimentos com camundongos transgénicos
(78), Drosophila (79) e Caenorhabditis elegans (80). E ainda, uma dieta suplementada
com litio para modelos animais da SCA1l também apresentou efeitos positivos,
resultando no melhoramento da coordenacdo motora, aprendizagem e memoria dos
animais (81). A andlise neuropatoldgica desses animais mostrou que neur6nios no
hipocampo CA3 foram parcialmente resgatados de mudangas degenerativas € ndo

houve variacdo significativa da magnitude e distribuicao dos agregados intranucleares.

Coenzima Q10

Como descrito anteriormente, evidéncias apontam para o envolvimento da
disfuncdo mitocondrial e estresse oxidativo na patogénese das doencas por
poliglutamina. Estudos post-mortem em cérebros de pacientes com doenca de
Huntington, bem como estudos bioquimicos e de imagens, reforcam o papel da
disfunc@o mitocondrial na patogénese da doenca. H4 uma diminuicdo da atividade dos
complexos mitocondriais II, III e IV da cadeia respiratéria no nicleo caudato e
putamem desses pacientes (82-84). Tem sido demonstrado ainda um aumento nos
niveis de compostos provenientes de danos oxidativos como: 8-hidroxideoxiguanosina
malondialdeido, 3-nitrotirosina e hemoxigenase nas dreas em degeneracido no cérebro
dos pacientes e aumento da producdo de radicais livres em alguns modelos animais
(84-87). Além disso, mitocondrias isoladas desses pacientes apresentam homeostase
anormal de cdlcio (88) e razdo aumentada de lactato/piruvato, um indicador de
metabolismo energético anormal (89).

Em um estudo com camundongos transgénicos para doenca de Huntington foi
verificado um aumento na sobrevivéncia dos animais e atraso no inicio dos sintomas
de deficiéncia motora apds o tratamento com coenzima Q10 (90). Coenzima Q10,
também chamada de ubiquinona, € a forma predominante de coenzima Q em humanos,
esta presente em todos os 6rgdos e em concentracdes maiores no cérebro, coracao, rim
e figado (91-94). E sintetizada endogenamente e aproximadamente 3-5 mg ¢é

consumida na dieta por dia (95).
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Coenzima Q10 participa na transferéncia de elétrons na cadeia respiratoria da
mitocondria produzindo ATP (96-98). E aceptor de elétrons para os complexos I e II
da cadeia transportadora de elétrons e coenzima para o complexo III (99). Quando
coenzima Q10 estd reduzida, € um antioxidante poderoso que previne danos oxidativos
por radicais livres, incluindo oxidacdo de lipideos na membrana mitocondrial (96;100).
Coenzima Q10 também age como antioxidante através da ativacdo e aumento de
expressdo de proteinas de desacoplamento mitocondrial, tal efeito é anti-apoptdtico e
reduz a geracdo de radicais livres (98;101). A andlise do perfil de expressdo génica
mostrou que a coenzima Q10 influencia a expressao de centenas de genes. Foi relatada
a diminui¢do da atividade de marcadores inflamatérios em experimentos com culturas
celulares sugerindo que a coenzima Q10 pode ter um efeito anti-inflamatdrio através
da modificacdo da expressao gé€nica (102).

Foi demonstrada uma diminuicdo do nivel de coenzima Q10 no soro de
pacientes com doenca de Huntington ndo tratados quando comparados com pacientes
tratados e controles (103). Niveis da coenzima Q10 mitocondrial correlacionam-se
com atividades dos complexos I e II/III (104). Visto o importante papel da coenzima
Q10 na atenuagdo da disfuncdo mitocondrial e estresse oxidativo, a sua utiliza¢do para
o tratamento de doengas neurodegenerativas tem sido amplamente estudado, por
exemplo nas doengas de Alzheimer, Parkinson, Huntington e esclerose lateral
amiotréfica (revisdo, 105). Especificamente para doenca de Huntington, que mais se
assemelha a DMJ, diversos estudos em animais modelos mostraram efeitos positivos

da coenzima Q10 na progressdao da doenca (90;96;106-109).

Linhagem celular PC12

A linhagem celular de feocromocitoma adrenal (PC12) foi originalmente
isolada de um tumor de medula adrenal de rato em 1976 por Greene e colaboradores
(110). As células PC12 sintetizam e armazenam Os neurotransmissores dopamina e
norepinefrina, mas nio epinefrina. Esses neurotransmissores s@o liberados através da
despolarizacdo em uma via dependente de célcio (111). Assim, células PC12
apresentam caracteristicas de células cromafinas noradrenérgicas da adrenal e de
neurdnios simpdtico, sendo bons modelos para estudos neurobiologicos e

neuroquimicos (110).
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A popularidade das células de PC12 € decorrente, principalmente, de sua
versatilidade para manipulacdo farmacolégica, facilidade de cultivo e amplo
conhecimento de proliferacdo e diferenciacdo (112). Neste estudo foi utilizada a
linhagem PCI12 pois, além das caracteristicas mencionadas, outros autores ja

estabeleceram modelos da DMJ a partir dessa linhagem (113, 114, 115).
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2. OBJETIVO
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O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver um modelo in vitro dos efeitos

citotéxicos da ataxina-3 expandida a fim de avaliar diferentes estratégias terapéuticas

para o controle desses efeitos.

Objetivos especificos

e Construir e validar um modelo in vitro para a formacdo de agregados e morte

celular ap6s a transfeccdo com o vetor contendo a ataxina-3 expandida.

e Avaliar os efeitos citotoxicos do modelo apds o tratamento com glicerol,

carbonato de litio e coenzima Q10.
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3. MATERIAL E METODOS
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Cultura celular
Os experimentos foram realizados em cultura de células originadas de

feocromocitoma de rato (PC12). As células foram mantidas em ambiente umidificado
controlado, com 5% de CO, e 37°C. Essas células sdo aderentes e foram cultivadas em
meio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM, Gibco, Invitrogen), suplementado com
10% de soro fetal equino, 5% de soro fetal bovino, 1,5g/L. de glicose, 2mM de

glutamina e 100pg/mL de penicilina-estreptomicina.

Vetor

Os vetores utilizados neste trabalho foram gentilmente cedidos pelo Dr. Henry
Paulson (Michigan University). As clonagens foram realizadas com uma versdo
normal da ataxina-3 humana contendo 28 glutaminas ou com uma versdo expandida
contendo 84 glutaminas. Os mapas dos plasmideos estdo representados na figura 1.
Um dos plasmideos utilizados, pEGFP-C1 (Clontech), possui a sequéncia codificante
para a proteina GFP fusionada a extremidade N terminal da ataxina-3 (116). O outro,
pcDNA3 (Invitrogen), possui parte do epitopo myc que foi introduzido a extremidade

C terminal da ataxina-3 (35;117).
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Figura 1. Mapa dos vetores utilizados nesse trabalho. a) pEGFP-C1 (Clontech); b)
pcDNA3 (Invitrogen). Ambos foram clonados com a versao normal da ataxina-3 (28

glutaminas) ou com a versao expandida (84 glutaminas).
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Transfec¢ao das células

A transfeccdo transiente das células, com uma das versdes de plasmideos
descritas, foi realizada com o reagente lipofectamine 2000 (Invitrogen). No dia anterior
a transfeccdo, eram distribuidas 350000 células por poco em placas de 6 pocos (cada
um com 10cm® de didmetro) em 2ml de meio de cultura completo. A transfeccio foi
feita seguindo as recomendagdes do fabricante. Para cada pogo, foram misturados 10ul
de lipofectamine 2000 (1mg/ml) e 490ul de OptiMEM (Invitrogen) e incubados por 5
min. a temperatura ambiente. Posteriormente, foi acrescentada 500ul de uma solugdo
contendo o plasmideo na concentracdo desejada diluido em OptiMEM, seguindo uma
incubagdo de 20 min. O meio de cultura das placas foi retirado e as células lavadas
com tampao fosfato salino (PBS). A mistura completa de lipofectamine, plasmideo e
OptiMEM foi gotejada na placa e acrescentado 1ml de OptiMEM. As placas foram

colocadas na estufa a 37°C e apés 5h o meio de cultura foi trocado.

Tratamentos

Foram realizados trés tratamentos das células transfectadas com os plasmideos:
glicerol, carbonato de litio e coenzima Q10. Apds Sh da transfec¢do, o meio de cultura
foi substituido por 2ml de meio de cultura completo acrescido da droga na
concentracao determinada. Foram testadas trés concentracdes distintas para cada uma
das drogas, com base na literatura. O glicerol (Sigma Aldrich) foi utilizado nas
concentragdes 0,5%; 1% e 2% (69); carbonato de litio (Acros) a 2,5mM, 5SmM e
7,5mM (72) e coenzima Q10 (Solgar) a 10uM, 30uM e 90uM (118;119).

Trés tipos de andlises foram realizadas 48h apds a transfec¢ao: expressao da
ataxina-3, identificacdo de agregados protéicos e avaliacdo da taxa de citotoxicidade e

viabilidade celular.

Analises moleculares e fenotipicas

PCR em tempo real

A expressdo da ataxina-3 foi avaliada através de PCR em tempo real. Para tanto
o RNA total das amostras foi extraido com o reagente TRIzol (Invitrogen). As células
foram lavadas com PBS, raspadas do fundo da placa e ressuspendidas em 500ul de

TRIzol, seguindo o protocolo do fabricante. A qualidade dos RNAs obtidos foi
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verificada por eletroforese em gel de agarose 1,0% corado com SYBR Safe
(Invitrogen). A determinacdo da concentra¢do e pureza do material foi obtida através
do aparelho Nanovue (GE Healthcare).

A sintese de cDNA necessdria para os experimentos de PCR em tempo real foi
realizada utilizando a enzima SuperScriptIll'™ Reverse Transcriptase (Invitrogen).
Dois microgramas de RNA total foram incubados com 250ng de 6ligos randomicos
(Invitrogen), 1pL de ANTP mix (10mM) e dgua para um volume final de 14pL, a 65°C
por 5 min., seguindo 2 min. de incubacdo em gelo. A seguir foram adicionadas a
reacdo: 4ul. de 5x First-Strand Buffer, 1uL de DTT (0,1M) e 200U da enzima
Superscript III RT, sendo a amostra incubada a 25°C por 5 min., 50°C por 60 min. e
70°C por 15 min.

As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas no equipamento ABI 7500
(Applied Biosystems 7500 Real Time PCR system), utilizando o sistema TaqMan®
(Applied Biosystems) que é constituido por um par de iniciadores e uma sonda
marcada com fluoréforo. Foi utilizado um ensaio ja otimizado e validado (Assays-on-

Demand™™

- Applied Biosystems) para o gene da ataxina-3 humano
(Hs01026447_ml), com o fluoréforo FAM. O gene escolhido como controle endégeno
das reacOes de PCR quantitativo foi o Gapdh (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase),
sendo este ensaio marcado com VIC e também ja otimizado (4352338E-0608007;
Applied Biosystems).

Para a quantificacdo relativa do gene ataxina-3, as rea¢des foram realizadas em
triplicata a partir de: 6,25uL. de TagMan Universal PCR Master Mix 2X, 0,625uL da
solucdo de iniciadores e sonda, 1,125uL de 4gua e 4,0ul. de cDNA (20ng). Para o
controle negativo foi adicionado 4,0 pL de dgua ao invés do cDNA. As condigdes de
ciclagem utilizadas foram: 50°C por 2 min., 95°C por 10 min. e 40 ciclos de 95°C por
15 seg. e 60°C por 1 min.

A quantificacdo relativa (RQ) da expressdo foi calculada pelo método de Ct
comparativo (AACt), o qual € determinado pela equagao (120):

RQ = 2784t
O clico de threshold (Ct), do inglés: threshold cycle, é o ciclo em que cada curva de
amplificacdo atravessa o limiar de deteccdo — threshold - o qual é definido
arbitrariamente. A média dos Cts de cada amostra € calculada, tanto para o gene alvo,

como para o controle endégeno e, entdo, € determinado o valor de ACt (Ct alvo — Ct
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endégeno). O AACt € calculado, subtraindo-se o ACt do calibrador pelo ACt da
amostra. O calibrador € a amostra escolhida pelo usudrio como referéncia, que terd o
valor de RQ igual a 1, neste caso foi escolhida a amostra controle ndo transfectada com
plasmideo como calibrador. O valor de RQ expressa quantas vezes a amostra em
questdo estd mais expressa em relacdo ao calibrador. Os célculos de RQ, para a andlise
da expressdo, sdo realizados pelo aplicativo 7500 System SDS Software (Applied
Biosystems).

Anteriormente aos experimentos de quantificacdo relativa da expressdo de
qualquer gene, é necessdrio fazer a validacdo do sistema gene de interesse/controle
enddgeno, a fim de verificar se as eficiéncias de amplificacdo de ambos os genes sdo
semelhantes e proximas a 100%. Esse passo € essencial para que o controle end6geno
possa ser utilizado para normalizar os valores de expressdao relativa do gene de
interesse. A valida¢do consiste na amplificacdo, em triplicata, de ambos os genes a
partir de 7 concentragdes diferentes de cDNA (dilui¢des seriadas de 5 vezes) de uma
amostra escolhida aleatoriamente. Em seguida, constrdi-se uma curva padrdo a partir
do logaritmo da concentracdo das amostras pelo Ct. Nessa curva, sdo obtidos os
valores da inclinacdo da curva (slope) e da confiabilidade das réplicas (R2). A
eficiéncia de um sistema € calculada através da férmula:

E = 10Cstore) 1
O valor da eficiéncia deve ser 1 + 0,1, ou seja, préximo a 100% e deve ser semelhante
entre o controle endégeno e o gene alvo. O valor de R2 indica o quanto as réplicas
estdo parecidas, este valor deve ser maior que 0,95, o que indica maior de 95% de
confiabilidade.

Ap6s o célculo das eficiéncias de amplificacdo de cada um dos genes, constrdi-
se um grafico de dispersdo, o qual tem por finalidade definir qual € a amplitude de
concentragdes para as quais o sistema € eficiente. Para a constru¢do do gréfico, sdao
utilizados os mesmos valores de logaritmo da concentragdo das amostras no eixo X e a
diferenca entre as médias dos Cts do controle endégeno e as médias dos Cts do gene de
interesse para cada concentracio no eixo Y. A seguir, obtém-se uma linha de tendéncia
para estes valores, a qual possui uma equagdo de reta e valor de inclinacdo. Para que
um sistema seja considerado eficiente, o valor da inclinacdo deve ser menor que 0,1
(quanto mais proximo de zero for este valor, menor € a inclinagdo da curva e, portanto,

mais constante € a diferenca entre as médias dos Cts do gene de interesse e do controle
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endégeno). Os pontos no grafico, correspondentes as concentracdes, que estiverem

mais proximos a linha de tendéncia sdo considerados validados.

Western blot

A extracdo de proteinas também foi feita utilizando o reagente TRYzol
(Invitrogen), seguindo as recomendacgdes do fabricante. As proteinas foram separadas
em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 10% (121) a 120V por 1h e 30 min. e
transferidas para uma membrana de nitrocelulose Hybond C (GE Healthcares),
previamente umedecida em tampao de transferéncia (39mM glicina, 48mM Tris base,
0,037% SDS e 20% de etanol), usando o aparelho de eletroblot Multiphor II (GE
Healthcares) a 3500V por 2h. Em seguida, a membrana foi incubada, sob agitacdo, em
solu¢do de bloqueio contendo 5% de leite em p6é magro por 2h a temperatura ambiente
e lavada trés vezes com TBS 1X. Seguiu-se a incubacdo com o anticorpo primario
contra a proteina ataxina-3 (diluido 1:1000) por 16h sob agitacdo a 4°C. O anticorpo
primério utilizado foi gentilmente cedido pelo Dr. Henry Paulson (Michigan
University) (35). Posteriormente, a membrana foi lavada trés vezes com TBS 1X e
incubada por 1h com o anticorpo secundario (diluido 1:20000) anti-IgG de coelho
produzido em cabra e conjugado com fosfatase alcalina (Sigma Aldrich). As bandas
foram detectadas pela incubagdo da membrana com tampao de revelagdo acrescido de
BCIP (5-Bromo—4-Cloro-3-Indol-fosfatase) e NBT (NitroBlue Tetrazélico, Sigma
Aldrich).

Western blot foi realizado em cultura de células transfectadas com pcDNA-
myc-ATX3 normal ou expandida a fim de detectar as bandas referentes aos
mondmeros de proteina ataxina-3 e aos agregados. Os agregados sdo insoldveis em gel
SDS-PAGE e por isso permanecem na por¢do superior do stacking gel.

Western blot também foi realizado em cultura de células transfectadas com
pcDNA-myc-ATX3 expandida tratadas ou nao com glicerol (1%), carbonato de litio
(5mM) e coenzima Q10 (30uM). Para a densitometria das bandas obtidas foi utilizado
o programa ImageJ] (122), com o objetivo de estabelecer a razdo entre mondmeros e
agregados de ataxina-3 apds os diferentes tratamentos. Foram feitos dois experimentos

independentes, cada um em triplicata.
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Microscopia de fluorescéncia

O plasmideo pEGFP-ATX3 permite a andlise da proteina ataxina-3 em
microscopia de fluorescéncia ja que a proteina estd fundida a GFP, que fluoresce em
verde utilizando-se os filtros para fluoresceina (FITC, 488nm). Para as andlises em
microscopia de fluorescéncia as células foram plaqueadas sobre laminulas estéreis
colocadas no fundo do poco das placas. Apds 48h da transfec¢cdo, o meio de cultura foi
retirado e as células lavadas com PBS. As células entdo foram fixadas, durante 10 min.
a temperatura ambiente, com uma solucdo de paraformoldeido 4% em PBS, seguindo 3
lavagens de 5 min. com PBS. Foi adicionada 1ml da solu¢do de Hoechst 33258 a
0,8ug/ml (Sigma Aldrich), seguindo uma incubagdo de 20 min e 3 lavagens de 5 min.
com PBS. Por fim, as laminulas foram viradas sob laminas contendo uma gota de
Vectashield (Vector Laboratories) e analisadas no microscopio de fluorescéncia
(Olympus BX51). Hoechst 33258 identifica o nicleo celular ligando-se as moléculas de
DNA, sendo visualizado sob luz UV.

Como as células que receberam o plasmideo pEGFP-ATX3 e expressam a
ataxina-3 fluorescem em verde e o ndcleo de todas as células fica marcado em azul, foi
possivel calcular a efici€éncia de transfeccdo utilizando esse sistema. Para um mesmo
campo do microscépio foi tirado uma foto utilizando o filtro para FITC e outra com
luz UV. Posteriormente, essas imagens foram sobrepostas com o auxilio do programa
Adobe Photoshop CS4, sendo possivel contar o nimero total de células (em azul) e o
nimero de células que receberam o plasmideo e expressam a proteina ataxina3-GFP
(dupla marcagao verde e azul). Assim, foi possivel estimar a eficiéncia da transfeccao.

A vpartir de andlises em microscopia de fluorescéncia também foram
identificados os agregados protéicos de ataxina-3 expandida, que aparecem com
coloragdo mais intensa. Utilizando o mesmo procedimento de marcacdo do nucleo das
células com Hoechst 33258 foi possivel calcular o nimero de células que
apresentavam agregados e a localizacdo dos mesmos, podendo estar no nucleo,

citoplasma ou ambos.

Viabilidade celular
A viabilidade celular foi avaliada através de testes com o reagente MTT,
brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetraz6lio (Sigma Aldrich). Para cada

pogo, 48h apds a transfeccdo o meio de cultura foi retirado e adicionado 1 ml de
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solu¢do de MTT diluido em DMEM (0,3mg/ml). A cultura permaneceu na estufa a
37°C por 4h. Apés essa incubagdo € formado um produto roxo insolivel em dgua,
formazam, que € solubilizado em élcool e a absorbancia lida a 570nm (Hitachi U-2001
Sepctrophotometer). A reducdo do MTT para formazam ocorre através da acdo de
enzimas redutases das mitocondrias. Sendo assim, apenas células vidveis sdo capazes
de produzir formazam e a quantidade produzida pode ser correlacionada ao nimero de
células vidveis na cultura. Os resultados foram plotados em graficos de barra
normalizando as absorbéincias obtidas com a do controle, sendo obtida a viabilidade
celular relativa. Pelo menos trés réplicas para cada uma das condicdes foram
realizadas.

Inicialmente foi analisado se o método de transfec¢io, o reagente
lipofectamine, alterava a viabilidade celular quando comparado as células controles
ndo tratadas. Neste mesmo experimento foram avaliados os efeitos citotoxicos da
transfec¢ao de diferentes concentracdes do plasmideo pcDNA3-myc-ATX3 normal ou
expandida. As células foram transfectadas com quatro concentragdes distintas do
plasmideo (0,5; 1; 2 e 4pg) e os dados obtidos plotados em relagdo as células nao
transfectadas. Apds a determina¢do de uma concentracdo ideal de plasmideo que
diminuisse a viabilidade celular, foram realizados mais trés experimentos, cada um em
triplicata, transfectando as células com pcDNA3-myc-ATX3 normal ou expandido.
Este maior niimero de experimentos foi importante para confirmar o efeito da ataxina-
3 expandida comparado apenas ao efeito da ataxina-3 normal.

O mesmo procedimento foi aplicado para a andlise da viabilidade celular
relativa apds os diferentes tratamentos propostos com as drogas. Esses experimentos
foram realizados em triplicatas.

As taxas de viabilidade celular obtidas nos testes com o reagente MTT foram
confirmadas por outra técnica, utilizando o kit ApoTarget (Invitrogen), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Nesta metodologia as células sdo incubadas com anexina
V conjugada a fluoresceina (FITC) e iodeto de propidio (PI) vermelho fluorescente,
em seguida a fluorescéncia é medida em citometro de fluxo. A metodologia permite
identificar a porcentagem de trés populacOes distintas de células: (1) células vidveis
(ndo marcadas), (2) células em apoptose (marcadas com anexina V), (3) c€lulas em
necrose ou apoptose tardia (marcadas com anexina V e PI).

Neste experimento foram avaliadas as células transfectadas com pcDNA3-myc-
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ATX3 expandida tratadas ou ndo com uma tnica concentracdo de cada droga: glicerol
(1%), carbonato de litio (SmM) e coenzima Q10 (30uM). Quatro réplicas foram
realizadas para cada condic¢do. O citdmetro de fluxo utilizado foi o FACSCalibur (BD
Biosciences) e foram coletados 10000 eventos para andlise. Os resultados foram
plotados em graficos mostrando a porcentagem de células vidveis (ndo marcadas)
permitindo a comparag@o com os resultados obtidos com o reagente MTT. Visto que a
ataxina-3 expandida induz a apoptose, a porcentagem de células em apoptose antes e
apods os tratamentos também foi avaliada.

Para averiguar se as drogas ndo estimulavam a proliferacdo celular, foi avaliada
ainda a taxa de viabilidade relativa de células transfectadas com pcDNA3-myc-ATX3
normal tratadas com cada uma das drogas: glicerol (1%), carbonato de litio (5 mM) e
coenzima Q10 (30uM). Da maneira j& descrita, essa andlise foi feita utilizando testes

com o reagente MTT, em triplicata.

Anadlises estatisticas

Para verificar a existéncia de diferencas entre os tratamentos realizados, foi
empregado o teste estatistico Kruskal-Wallis. Quando valores variavam
significativamente, era aplicado o teste de Student-Newman-Keuls a fim de que
fossem ajustados os valores de p para os grupos especificos. Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos para p maior do que 0,05. Os testes

estatisticos foram realizados no programa BioEstat 5.0 (123).
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4. RESULTADOS
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Estabelecimento do modelo in vitro para DM]J

A primeira etapa deste trabalho foi desenvolver um modelo in vitro, que além
de expressar a ataxina-3 expandida, apresentasse as principais caracteristicas
fenotipicas e citotoxicas da DMJ, como a formagdo de agregados protéicos e indugdo
de morte celular. Para confirmar a viabilidade e eficiéncia do modelo diversos
parametros foram avaliados, tais como a taxa de transfeccdo das células, a expressao
da ataxina-3, a identificacio de agregados e a taxa de viabilidade celular.

A padronizacdo da metodologia de transfeccdo das células foi feita através da
andlise em microscopia de fluorescéncia. Como um dos vetores utilizados, pPEGFP-CI1,
continha a proteina GFP fundida a ataxina-3, as células que receberam o plasmideo e
expressavam a proteina tinham coloragdo verde sob incidéncia de luz fluorescente. A
fim de avaliar a taxa de efici€éncia da transfeccdo, o niicleo das células foram marcados
com Hoechst 33258, dessa forma foi possivel obter o nimero total de células e o
nimero de células contendo o plasmideo. A figura 2 ilustra como essa andlise foi
realizada. Obteve-se, em média, 60% de células transfectadas. Vale ressaltar que a

morfologia das células ndo foi alterada apds a transfeccao.

a) b)

Figura 2. Imagens obtidas em microscépio de fluorescéncia para analisar a efici€ncia
de transfec¢do. a) Nucleos marcados com Hoechst 33258, em azul; b) Proteina ataxina-
3 fusionada a GFP, em verde; c) Sobreposicdo das imagens a e b, tiradas no mesmo
campo do microscopio, com auxilio do programa Adobe Photoshop CS4, o que
permite a contagem do niimero de células que receberam o plasmideo e expressam a
proteina (dupla marcacdo verde e azul) em relacio as que ndo receberam (azul).

Aumento 100x.
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Além da andlise por microscopia de fluorescéncia, a confirmacdo da expressao
da ataxina-3 foi realizada por PCR em tempo real e a imunodetec¢do da proteina por
western blot.

Como mencionado anteriormente, antes de realizar um experimento de
expressdo génica utilizando PCR em tempo real, a validacdo do sistema gene de
interesse/controle endégeno deve ser feita. Com os dados da cinética de amplificacdo
das amostras e utilizando o programa 7500 System SDS Software, construiu-se uma
curva padrdo para cada gene. Os valores das inclinagdes (slope) das curvas e as
eficiéncias foram -3,384 e 97,5% para ataxina-3 e -3,324 e 99,9% para Gapdh. A
confiabilidade desses resultados medida pelo parametro R2 foi de 99,3% para ataxina-

3 e de 99,8% para Gapdh. A figura 3 mostra as curvas obtidas para os dois genes.

‘\
36 1
C) \\
; : \‘\
i . \
g
\taxina—?:

m =

Gapdh 3

Ct

-4 -3 -2 -1 0 1

Figura 3. Grifico gerado pelo programa 7500 System SDS Software mostrando a
curva padrio obtida para o gene ataxina-3 (em roxo) e a curva obtida para o controle

endogeno Gapdh (em verde). Os pontos sobre as curvas representam as réplicas.

Para determinar a amplitude de concentragdes para as quais o sistema estd
validado, construiu-se um gréfico do logaritmo das concentracdes de cDNA utilizadas
(eixo X) pela diferenca das médias dos Cts do gene de interesse e do controle

endogeno obtidas para cada concentracao (eixo Y). Com isso, obteve-se uma reta com
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inclinacdo igual a 0,0237, mostrando que os ACts das amostras ndo estdo variando
entre as diferentes concentragdes testadas. A inclinacdo menor do que 0,1 indica que o
sistema estd validado. Na figura 4 estdo mostradas a curva de eficiéncia para o sistema

ataxina-3/Gapdh e a equagdo da reta correspondente a linha de tendéncia.

6 -
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Figura 4. Linha de tendéncia obtida apds a constru¢ao do grafico do logaritmo das
concentragdes (eixo x) pela diferenca entre as médias dos Cts do controle endégeno e
as médias dos Cts do gene de interesse (eixo y). Notar ao lado a equacdo de reta da
linha de tendéncia, a qual possui inclinagdo menor do que 0,1, indicando que o sistema

esta validado.

Ap6s a validagado do sistema, o PCR em tempo real foi realizado para confirmar
o aumento de expressao da ataxina-3 no modelo in vitro. Os ensaios de PCR em tempo
real mostraram que 48h apds a transfec¢do a expressdao da ataxina-3 aumentou 15000
vezes em relagdo ao controle ndo transfectado. Nao houve diferenca significativa da
expressao entre a ataxina-3 normal e expandida.

A proteina ataxina-3 normal foi detectada por western blot com 49kDa e a
expandida com 56kDa, sendo essa diferenca de tamanho esperada devido a variacdo no
numero de glutaminas (figura 5). O tamanho observado refere-se ndo apenas a ataxina-
3, propriamente dita, mas também a uma pequena por¢do do plasmideo e epitopo myc

que sdo juntamente traduzidos.

42



e «— 56kDa
49kDa — ...

ATX-3 normal ATX-3 expandida

Figura 5. Imunodeteccdo da proteina ataxina-3 por western blot apds transfeccao com
pcDNA-myc-ATX3 normal ou expandida. Ataxina-3 normal apresenta 49kDa,

enquanto a expandida apresenta 56kDa.

Embora ndo esteja estabelecido o papel dos agregados protéicos na patologia
da DMJ, esses foram analisados devido a sua importancia fenotipica. Os agregados
foram identificados através de microscopia de fluorescéncia como mostra a figura 6.
Novamente, o nicleo das células foi marcado com Hoechst 33258, o que permitiu
avaliar o ndmero de células com agregados bem como a localizagdo celular dos
mesmos. Haviam células com agregados apenas no nicleo, apenas no citoplasma ou
ambos, € normalmente mais de um por célula. Em média, 20% das células
apresentaram pelo menos um agregado apds a transfeccio com pEGFP-ATX3
expandida. Como esperado, as células transfectadas com pEGFP-ATX3 normal nao

apresentaram agregados.
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Figura 6. Imagens obtidas em microscépio de fluorescéncia mostrando a formacao de

agregados (seta) apos a transfeccao com pEGFP-ATX3 expandida. a) Nicleo marcado
com Hoechst 33258, em azul; b) Proteina ataxina-3 expandida fusionada a GFP, em
verde. Um exemplo de agregado estd apontado pela seta; ¢) Sobreposi¢ao das imagens
utilizando o programa Adobe Photoshop CS4 que permite localizar os agregados, estao
mostrados exemplos de células com agregados presentes no nicleo e citoplasma ou

restritos ao citoplasma. Aumento 400x.

Os agregados protéicos também foram confirmados por western blot. O extrato
protéico de células transfectadas com pcDNA-myc-ATX3 expandida apresenta no
stacking gel uma banda referente aos agregados. Os agregados protéicos formam
fibrilas amildides que sdo resistentes a solubilizagdo em detergente apos fervura (40).
Dessa forma, os agregados sdo insoliveis em gel SDS-PAGE e ficam retidos na parte
superior do stacking gel, o que ndo acontece para a ataxina-3 normal (figura 7). No
caso da ataxina-3 expandida, além das bandas referentes ao agregado e a0 mondmero

(56kDa), também ocorre uma banda referente a formacao de oligdmeros (200kDa).
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Figura 7. Imunodetec¢do de agregados através de western blot. a) Extrato protéico de
células transfectadas com pcDNA-myc-ATX3 normal e imunodetec¢do do mondmero
de ataxina-3 com 49kDa; b) Transfeccdo com pcDNA-myc-ATX3 expandida e
imunodeteccdo do mondmero com 56kDa, de oligdbmeros com 200kDa e de agregados

no stacking gel, insolivel em gel SDS-PAGE.

O modelo s6 estaria completo se a ataxina-3 expandida introduzida nas células
tivesse um efeito citotéxico, para tanto foi realizada uma curva de concentragdes do
plasmideo com o intuito de estabelecer concentracdes que diminuissem a viabilidade
celular. Foram analisadas quatro concentragdes do plasmideo, variando de 0,5 a 4pg,
tanto para ataxina-3 normal quanto para a expandida. A viabilidade celular foi avaliada
através de testes com o reagente MTT, em triplicata, comparando com o controle ndo
transfectado. As quatro concentragdes avaliadas para pcDNA-myc-ATX3 normal nao
alteraram de forma significativa a viabilidade celular (Figura 8). Da mesma forma, as
duas concentragdes mais baixas de pcDNA-myc-ATX3 expandida ndo alteraram esse
parametro de forma significativa, entretanto as concentragdes mais altas testadas (2 e
4ug) reduziram a viabilidade celular, estatisticamente significativo.

A taxa de viabilidade celular relativa apods a transfeccdo de 2ug de pcDNA-
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myc-ATX3 expandida foi 0,79, enquanto a concentragdo maior, 4pg, reduziu ainda
mais a viabilidade e atingiu 0,6. Assim, ficou confirmada a reducdo da viabilidade
celular relativa em torno de 21% e 40% para transfeccdes com 2 e 4pg de plasmideos,
respectivamente. Os experimentos seguintes foram realizados com 2ug de plasmideo
pois essa concentracdo ja foi suficiente para reduzir a viabilidade celular, a niveis
significativos estatisticamente. Embora a introdu¢do de 4ug de plasmideo também
tenha resultado na reducdo da viabilidade celular estatisticamente significativa, essa
reducdo € bem mais dréstica, o que poderia estar distanciando da patologia da doenga
que reduz de forma lenta o nimero de neurdnios. A concentragdo utilizada na literatura
¢ bem variada, desde 1 a 4pug de plasmideo (124-128).

O efeito do agente de transfeccdo utilizado, lipofectamine, também foi
avaliado. A viabilidade de células tratadas com lipofectamine foi comparada com o

controle ndo tratado e ndo houve alteracao significativa desse parametro (figura 6).
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Figura 8. Grafico mostrando a viabilidade de células tratadas apenas com o reagente
de transfeccao (lipofectamine) e de células transfectadas com diferentes concentragdes
de pcDNA3-myc-ATX3 normal ou expandida em relacio ao controle nao transfectado.
Avaliagdo feita através de testes com o reagente MTT. O experimento foi realizado em

triplicata e aplicado o teste estatistico Kruskal-Wallis, * p < 0,05.
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Apés o estabelecimento de um protocolo eficiente de transfeccao e
determinacdo da concentracdo de plasmideo suficiente para reduzir a viabilidade
celular, foi realizado um maior nimero de experimentos comparando apenas o efeito
da ataxina-3 expandida em relacdo a ataxina-3 normal. Esses experimentos foram
importantes para estabelecer de forma mais precisa o quanto a ataxina-3 expandida é
citotéxica nesse modelo, eliminando o efeito de outras varidveis presentes na
manipulacdo das células e transfec¢do que também podem ser citotdxicas. Observou-se
que, em média, a ataxina-3 expandida € responsdvel por reduzir em 15% a viabilidade

celular, sendo este resultado estatisticamente significativo e referente a trés

experimentos independentes, cada um em triplicata (figura 9).
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Figura 9. Grafico mostrando a viabilidade de células transfectadas com 2ug de
pcDNA3-myc-ATX3 expandida em relagdo a normal. Através de testes com o reagente
MTT verificou-se que a ataxina-3 expandida reduziu a viabilidade celular relativa para
0,85. Dados de 3 experimentos independentes, cada um em triplicata, foi aplicado o

teste estatistico Kruskal-Wallis, * P < 0,01.

Como a ataxina-3 expandida induz apoptose, foi avaliada a porcentagem de
células em apoptose apds a transfeccio com pcDNA3-myc-ATX3 expandida. Esse
parametro foi obtido através da marcagdo das células com anexina V e PI e posterior
quantificagdo do numero de células por citdometro de fluxo. Obtendo a média de quatro
experimentos, 24% das células estavam marcadas com anexina V, ou seja, estavam em

apoptose e 5,1% estavam marcadas com anexina V e PI, ou seja, estavam em necrose
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ou apoptose tardia (Figura 10). Por fim, 70,4% das células ndo estavam marcadas,

porcentagem representando as células vidveis.

PCA2.006

Quadrante Porcentagem

média de células

Inferior esquerdo 70,4
Inferior direito 24
Superior esquerdo 0,5
Superior direito 5,1

10
Anexina’y FITC

Figura 10. Representacdo gréifica da andlise em citdmetro de fluxo de células
marcadas com anexina V e PI 48h apds a transfeccio com pcDNA3-myc-ATX3
expandida. A tabela indica a porcentagem média de células referente a 4 experimentos.
Quadrante inferior esquerdo: células ndo marcadas (vidveis); quadrante inferior direito:
células marcadas com anexina V (apoptose); quadrante superior esquerdo: células
marcadas com PI (necrose); quadrante superior direito: células marcadas com anexina

V e PI (apoptose tardia ou necrose).

Tratamento com as drogas

Apbs o estabelecimento do modelo in vitro para DMJ foram iniciados os
tratamentos com as trés drogas tendo por finalidade o aumento da viabilidade celular.
Verificou-se, ainda, a razdo entre mondmero e agregado da ataxina-3 expandida apds

0s tratamentos.

Glicerol

A primeira abordagem terapéutica foi a utilizacdo de uma chaperona quimica, o
glicerol. O tratamento com trés concentracdes de glicerol foi primeiramente analisado
através de testes com o reagente MTT, nestes a viabilidade celular das amostras
tratadas eram comparadas com a do controle ndo tratado e sendo ambos transfectados

com pcDNA-myc-ATX3 expandida. A figura 11 mostra o resultado desse
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experimento, realizado em triplicata. O tratamento com a concentracdo mais baixa de
glicerol, 0,5%, aumentou a viabilidade celular em 12%, no entanto este resultado ndo
foi estatisticamente significativo através do teste Kruskal-Wallis. J4 o tratamento com
1% de glicerol, aumentou 16% a viabilidade em relagdo ao controle ndo tratado,
estatisticamente significativo. A concentracdo mais alta, 2%, ndo alterou
significativamente a viabilidade celular, inclusive houve uma reducido de 6% o que

pode ter ocorrido devido a uma concentra¢do muito alta e téxica do glicerol.
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ATX-3 expandida ATX-3 expandida + ATX-3 expandida + ATX-3 expandida +
glicerol 0,5% glicerol 1% glicerol 2%

Viabilidade celular relativa

Figura 11. Viabilidade celular relativa apds o tratamento com glicerol (0,5; 1 ou 2%)
de células transfectadas com pcDNA-myc-ATX3 expandida. Resultados obtidos
através de testes com o reagente MTT. O experimento foi realizado em triplicata e

aplicado o teste estatistico Kruskal-Wallis, * p < 0,05.

Para confirmar o resultado de aumento de viabilidade celular, as células foram
marcadas com anexina V e PI e a fluorescéncia medida em citdmetro de fluxo. Como
descrito anteriormente, 70,4% dessas células eram vidveis apds a transfeccdo com
pcDNA-myc-ATX3 expandida. O tratamento com 1% de glicerol aumentou a
viabilidade celular para 77%, no entanto este resultado ndo foi estatisticamente

significativo (figura 12).
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Figura 12. Viabilidade celular analisada por citometria de fluxo ap6s marcacdo com

anexina V e PI de células transfectadas com pcDNA-myc-ATX3 expandida tratadas ou

ndo com glicerol 1%. a) Grafico mostrando a porcentagem média de células vidveis

apos o tratamento com glicerol 1%, experimento em quadruplicata; b) Representacao

grifica obtida por citometria de fluxo e tabela indicando a porcentagem média de

células em cada quadrante.

Em seguida, foi avaliada a razdo entre mondmero e agregado de ataxina-3

expandida apds o tratamento por western blot. A densitometria das bandas foi feita

utilizando o programa ImageJ. Nao houve alteracdo estatisticamente significativa dessa

razao apos o tratamento com 1% de glicerol (Figura 13).
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Figura 13. Andlise da razdo entre mondmero e agregado de ataxina-3 expandida por
western blot apds o tratamento com 1% de glicerol. a) Western blot representativo
mostrando as bandas referentes aos mondmeros e agregados, 1- ataxina-3 expandida;
2- ataxina-3 expandida + glicerol 1%; b) Resultado da razdo entre mondmeros e
agregados de dois experimentos independentes, cada um em triplicata, a densitometria
das bandas foi obtida através do programa ImageJ. Ndo houve alteracio significativa

da razdo apo6s o tratamento.
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Litio

As mesmas andlises foram feitas utilizando o carbonato de litio como
tratamento. Os ensaios com o reagente MTT mostraram que a concentracao mais baixa
de litio, 2,5mM, nado alterou a viabilidade celular relativa (figura 14). Ja as
concentragdes mais altas, 5SmM e 7,5mM, aumentaram significativamente em 17% e

21%, respectivamente.
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Figura 14. Viabilidade celular relativa apds o tratamento com carbonato de litio (2,5;
5 e 7,5mM) de células transfectadas com pcDNA-myc-ATX3 expandida. Resultados
obtidos através de testes com o reagente MTT. O experimento foi realizado em

triplicata e aplicado o teste estatistico Kruskal-Wallis, * p < 0,05.

O aumento da viabilidade celular também foi confirmado por citometria de
fluxo apds o tratamento com SmM de carbonato de litio. Os resultados mostraram um
aumento de 12% da viabilidade celular, estatisticamente significativo, sendo este

resultado proximo ao obtido nos experimentos utilizando o reagente MTT (figura 15).
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Figura 15. Viabilidade celular analisada por citometria de fluxo ap6s marcacdo com
anexina V e PI de células transfectadas com pcDNA-myc-ATX3 expandida tratadas ou
ndo com SmM de carbonato de litio. a) Grafico mostrando a porcentagem média de
células vidveis apOs o tratamento com SmM de carbonato de litio. Experimento em
quadruplicata e aplicado o teste estatistico Kruskal-Wallis, *p < 0,05; b)
Representagdo grafica obtida por citometria de fluxo e tabela indicando a porcentagem

média de células em cada quadrante.
A razdo entre mondmero e agregado de ataxina-3 expandida foi analisada apds

o tratamento com 5SmM de litio e também ndo houve alteragdo estatisticamente

significativa dessa razao (Figura 16).
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Figura 16. Andlise da razdo entre mondmero e agregado de ataxina-3 expandida por
western blot apds o tratamento com 5SmM de carbonato de litio. a) Western blot
representativo mostrando as bandas referentes aos mondmeros e agregados, 1- ataxina-
3 expandida; 2- ataxina-3 expandida + carbonato de litio SmM; b) Resultado da razio
entre mondmeros e agregados de dois experimentos independentes, cada um em
triplicata, a densitometria das bandas foi obtida através do programa ImageJ. Nao

houve alteracdo significativa da razdo apds o tratamento.
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Coenzima Q10

Por dltimo, os mesmos pardmetros foram avaliados para a coenzima Q10. Os
testes com o reagente MTT demonstraram um aumento de 14% da viabilidade celular
relativa com a concentragdo mais baixa de coenzima Q10, 10uM, estatisticamente
significativo (figura 17). A concentracdo de 30uM aumentou em 11% a viabilidade,
entretanto esse aumento nao se mostrou estatisticamente significativo através do teste
Kruskal-Wallis. Por fim, para a concentracdo mais alta testada, 90uM, nao houve

alteracdo significativa.
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Figura 17. Viabilidade celular relativa apds o tratamento com coenzima Q10 (10, 30 e
90uM) de células transfectadas com pcDNA-myc-ATX3 expandida. Resultados
obtidos através de testes com o reagente MTT. O experimento foi realizado em

triplicata e aplicado o teste estatistico Kruskal-Wallis, * p < 0,05.

Os experimentos de viabilidade celular através da andlise por citometria de
fluxo mostraram um aumento de 14% na viabilidade, estatisticamente significativo,
apos o tratamento com 30uM de coenzima Q10 (figura 18). Embora este resultado
tenha sido proximo ao da andlise com MTT, neste caso foi estatisticamente

significativo.
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Figura 18. Viabilidade celular analisada por citometria de fluxo ap6s marcacdo com
anexina V e PI de células transfectadas com pcDNA-myc-ATX3 expandida tratadas ou
ndo com 30uM de coenzima Q10. a) Grafico mostrando a porcentagem média de
células viaveis apos o tratamento com 30uM de coenzima Q10. Experimento em
quadruplicata e aplicado o teste estatistico Kruskal-Wallis, *p < 0,05; b)
Representagdo grafica obtida por citometria de fluxo e tabela indicando a porcentagem

média de células em cada quadrante.

Para o tratamento com 30uM de coenzima Q10 também ndo houve alteragao

significativa da razdo entre mondmero e agregado de ataxina-3 expandida (figura 19).
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Figura 19. Andlise da razdo entre mondmero e agregado de ataxina-3 expandida por
western blot apos o tratamento com 30uM de coenzima QI10. a) Western blot
representativo mostrando as bandas referentes aos mondmeros e agregados, 1- ataxina-
3 expandida; 2- ataxina-3 expandida + coenzima Q10 30uM; b) Resultado da razdo
entre mondmeros e agregados de dois experimentos independentes, cada um em
triplicata, a densitometria das bandas foi obtida através do programa ImageJ. Nao

houve alteracdo significativa da razdo apds o tratamento.
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Avaliagdo de proliferacdo e apoptose

Para averiguar se o aumento de viabilidade celular observado apds o tratamento
com as drogas ndo ocorreu devido a um estimulo da proliferacdo celular pelas drogas,
realizou-se os tratamentos de células transfectadas com pcDNA3-myc-ATX3 normal.
A viabilidade celular foi analisada a partir de testes com o reagente MTT e ndo houve

variacgdo significativa apds os tratamentos (figura 20).
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Figura 20. Viabilidade celular relativa apds o tratamento com as drogas citadas de
células transfectadas com pcDNA-myc-ATX3 normal. Resultados obtidos através de
testes com o reagente MTT. O experimento foi realizado em triplicata e ndo houve

alteracdo significativa da viabilidade celular.

Os resultados dos experimentos de citometria de fluxo foram apresentados em
graficos em termos de viabilidade celular, o que permite comparar aos resultados
obtidos a partir de testes com o reagente MTT, pois este teste informa o nimero de
células vidveis na amostra nao diferenciando o tipo de morte celular. J4 a marcacio
com anexina V e PI distingue a amostra em trés populagdes celulares: células vidveis,
células em apoptose e células em necrose. Quando os dados sdo plotados no grafico
em termos de porcentagem de células em apoptose, observa-se que os tratamentos
agiram na reducdo dessa populacdo celular (figura 21). A reducdo da apoptose é

importante pois € este o tipo de morte celular observada na DMJ.
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Figura 21. Porcentagem de células em apoptose analisada por citometria de fluxo apds
marcacdo com anexina V e PI de células transfectadas com pcDNA-myc-ATX3
expandida e tratadas com as drogas mencionadas. Experimento em quadruplicata e

aplicado o teste estatistico Kruskal-Wallis, * p < 0,05.

59




5. DISCUSSAO
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Modelo in vitro para DMJ

Neste trabalho foi desenvolvido um modelo in vitro para DMJ. Nas condi¢des
apresentadas, a transfeccdo transiente da ataxina-3 expandida foi capaz de exibir os
principais efeitos fenotipicos e citotdxicos descritos para DMJ, como a formacdo de
agregados e a inducdo de morte celular. A cultura celular estudada, PC12, ja foi
utilizada por outros autores, que também relataram a ocorréncia de agregados e de
morte celular (113;114;115).

Um pardmetro importante testado para demonstrar a eficiéncia do modelo
estabelecido foi a expressdo génica. Verificou-se um aumento de 15000 vezes na
expressao da ataxina-3 apds a transfeccdo com o plasmideo que possui um promotor
forte de expressio em mamiferos, citomegalovirus (CMV). Essa super-expressao
provavelmente permitiu a antecipacdo dos efeitos citotéxicos causados pela ataxina-3
expandida. Esses efeitos ja puderam ser analisados 48h apds a transfec¢do. Assim, os
resultados podem ser obtidos em prazo de tempo menor.

A andlise da proteina ataxina-3 nas células transfectadas através de microscopia
de fluorescéncia mostrou que tanto a ataxina-3 normal quanto a expandida estdao
presentes no nuicleo e no citoplasma das células. Essa distribuicdo da ataxina-3 ja foi
demonstrada em modelos in vitro (28;129) e em cérebro de pacientes (130). Os
agregados de ataxina-3 expandida foram identificados tanto no nicleo quanto no
citoplasma e ndo estavam presentes em células transfectadas com pEGFP-ATX3
normal. Inicialmente, acreditava-se que os agregados estavam presentes apenas no
nidcleo, mas té€m sido relatado a ocorréncia de agregados no citoplasma em cérebro de
pacientes (34) e em modelo in vitro para DMJ (129).

A ocorréncia dos agregados representa um importante marcador fenotipico da
doenca, corroborando para a credibilidade do modelo. Os agregados foram
confirmados por duas metodologias, microscopia de fluorescéncia e western blot. No
entanto, o estudo ndo focou na avaliacio mais detalhada dos agregados pois este ndo
era nosso interesse e além disso hd grande contradicdo na literatura do papel dos
agregados na patogénese da DMJ. Yoshizawa e colaboradores (113) estudaram a
susceptibilidade de oito linhagens celulares para a formacgao de agregados e indugdo de
morte celular apds a transfeccdo com ataxina-3 expandida truncada. Além desse

trabalho mostrar que as linhagens celulares respondem diferentemente a super-
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expressdo da ataxina-3 expandida, ndo houve correlacdo entre a frequéncia de morte
celular e de agregados.

Nosso trabalho mostrou que a expressdo da ataxina-3 expandida reduziu em
torno de 15% a viabilidade celular quando comparada a ataxina-3 normal, resultado
estatisticamente significativo e obtido a partir de testes com o reagente MTT. Essa
reducdo foi dependente da concentracio de plasmideo utilizada no experimento.
Concentracdes mais baixas ndo alteraram a viabilidade celular e a concentracdo mais
alta de plasmideo utilizada (4pg) reduziu ainda mais a viabilidade, em 40%. A
marcagdo com anexina V das células transfectadas com 2ug de pcDNA-myc-ATX3
expandida mostrou que 24% dessas células estdo em apoptose. Sendo a apoptose o tipo
de morte celular induzido pela ataxina-3 expandida (131), esse resultado aumenta a
confiabilidade no modelo desenvolvido pois a ataxina-3 expandida estd induzindo a
apoptose. A porcentagem de células em apoptose (24%) € maior do que a redugdo
relativa da viabilidade celular obtida com o reagente MTT (15%), provavelmente essa
diferenca se refere a taxa basal de células que morrem por causas além da ataxina-3
expandida. A taxa de morte celular induzida pela ataxina-3 expandida € compardvel a
outros trabalhos da literatura (69;130).

O modelo in vitro desenvolvido é importante para o estudo de novas estratégias
terapéuticas, principalmente, por ser um modelo simples e rapido de ser manipulado e
analisado. As caracteristicas fenotipicas da doenca sao reproduzidas apds um periodo
curto de tempo, e ainda o modelo in vitro permite a realizacdo de um maior nimero de
réplicas. Além desse modelo permitir o estudo de novas estratégias terapéuticas, o
mesmo também pode ser utilizado para a compreensdo dos mecanismos moleculares
envolvidos na fisiopatologia da doenca.

O desenvolvimento de modelos que reproduzam os efeitos citotoxicos da DMJ
in vitro também € importante devido a deficiéncia de modelos in vivo para a doenga.
Embora existam alguns modelos in vivo, eles reproduzem apenas em parte as
caracteristicas fenotipicas além de apresentarem neurodegeneracdo em regides

diferentes daquelas de pacientes (131-134).

Tratamento com as drogas
Atualmente ndo existem tratamentos eficazes contra a DMJ, dai a importancia

de se estudar compostos capazes de reduzirem os efeitos citotoxicos da doenga. A
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investigacao de estratégias que resultam na diminuicdo da morte celular no modelo in

vitro desenvolvido representa, portanto, um importante enfoque terapéutico.

Glicerol

A primeira estratégia terap€utica avaliada se baseou na classe de compostos
conhecidos como chaperonas quimicas, estes aumentam a estabilidade de proteinas no
seu estado nativo e auxiliam no enovelamento protéico. O tratamento com glicerol
aumentou a viabilidade celular em 16%, sendo este dose-dependente, quando analisado
através de testes com o reagente MTT. Este aumento foi estatisticamente significativo.
No experimento utilizando o citdmetro de fluxo o aumento da viabilidade celular foi
de 7% e ndo alcangou significancia estatistica. Embora nio tenha ocorrido um aumento
de viabilidade significativo verificado por métodos independentes acreditamos que
esse resultado pode ter ainda relevancia biolégica.

Alteragcdes no controle de qualidade de proteinas estdo associadas com outras
doencas neurodegenerativas além das doencas por poliglutamina, como a doenca de
Alzheimer e doenga de Parkinson (135). Proteinas mal-enoveladas podem resultar na
formacdo de precipitados toxicos de proteina, inativacdo funcional de proteinas e
causar morte celular, sendo as chaperonas a primeira linha de defesa contra o mal-
enovelamento (135).

Proteossomos sdao abundantes em neurdnios, onde o controle preciso de
degradacdo protéica € necessdrio para manter o neurdnio funcional. Alteracdes no
sistema proteossomo estdo associadas a um aumento de expressdo de Hsp, que sdo
chaperonas moleculares atuando no reconhecimento de proteinas mal-enoveladas,
auxiliando na conformagao ou direcionando até a via ubiquitina-proteossomo para
degradacao (136;137).

A super-expressao de chaperonas moleculares reduz a citotoxicidade causada
pela proteina expandida em diversos modelos, como expressdo da ataxina-3 expandida
em Drosophila (60) e modelo celular para doenca de Huntington (63). O mecanismo
molecular envolvido nessa reducdo de citotoxicidade ainda ndo estd estabelecido,
embora existam alguns indicios. Um estudo recente mostrou que a super-expressao de
Hsp70 e Hsp40 aumenta a solubilidade de proteinas com trato de poliglutamina

expandido, além de aumentar a degradacdo através do 26S do proteossomo (138).
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Provavelmente, as chaperonas moleculares se ligam a proteinas mal-enoveladas e
induzem a mudanga conformacional (139).

Visto a importancia funcional das chaperonas moleculares, a utilizacdo de
chaperonas quimicas tem sido explorada na prevencao da citotoxicidade causada pelas
proteinas com poliglutamina expandida. O efeito positivo do glicerol ja foi relatado
para dois modelos de doencgas por poliglutamina. O primeiro mostrou uma reducio da
morte de bactérias que expressavam o gene truncado para doenca de Huntington (140).
O segundo trabalho, obteve uma diminui¢do de 5% da morte celular em um modelo in
vitro que expressava a ataxina-3 expandida truncada (69). No entanto, tem sido
demonstrada a importancia do contexto das proteinas na patogénese das doencas por
poliglutamina, regides diferentes da expansdo de glutamina podem complicar o
enovelamento erroneo e subsequente formacdo de fibrila, além de determinar vias
moleculares e progressio patogénica (141-143). Sendo assim relevante o
desenvolvimento de um modelo que expresse a ataxina-3 completa para o estudo de
estratégias terapéuticas.

A acdo de uma outra chaperona quimica, trealose, também apresentou efeitos
positivos em modelos in vitro para doenga de Huntington (66). Nao houve aumento da
expressdo de Hsps apds o tratamento com a droga mostrando que a trealose ndo
induziu vias de estresse celular e, provavelmente, reduziu a citotoxicidade por se ligar
diretamente a proteinas com o trato de poliglutamina expandido.

Nossos  experimentos ndo resultaram em  alteracio da razdo
mondmero/agregado apds o tratamento com glicerol. Enquanto alguns trabalhos
relatam que a redug¢do da citotoxicidade nas doencas por poliglutamina pelas
chaperonas estdo associadas a reducdo de agregados (66;69), outros trabalhos, com
resultados semelhantes ao nosso, demonstram que os mecanismos de acdo das
chaperonas independem dos agregados. Zhou e colaboradores mostraram para um
modelo celular da doenca de Huntington que diversas chaperonas moleculares
reduzem a citotoxicidade causada pela proteina expandida, no entanto apenas uma
(Hsp40) € capaz de reduzir agregados (144). O mecanismo de agdo dessas chaperonas
estd relacionado a inibicdo da atividade das capazes 3 e 9, sendo esta inibigdo
independente dos agregados.

Embora seja controverso o papel dos agregados na patologia da DMJ, a

z

citotoxicidade induzida pelas proteinas monoméricas mal-enoveladas € mais aceita
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(145). O aumento da viabilidade celular apds o tratamento com glicerol e sua provavel
acdo na estabilizacdo das proteinas em sua conformacao nativa, corrobora com o fato
de que o mal enovelamento das proteinas mutadas desencadeiam, pelo menos em
parte, processos que levam a morte celular. Assim, o aumento de atividades que sdo
desencadeadas por chaperonas moleculares através da introdu¢do de chaperonas
quimicas tem grande potencial terapéutico para DMJ.

A aplicacdo clinica das chaperonas quimicas traz vantagens em relacdo a
modulacdo da expressdo de chaperonas moleculares pois podem ser administradas
facilmente e a liberacdo dessas drogas no sistema nervoso € segura (69). Além disso,
uma das chaperonas quimicas, DMSO, ja foi utilizada em pacientes com amiloidose
que apresentaram melhoras clinicas (146;147).

Ainda que o aumento da viabilidade celular pelo glicerol tenha sido parcial,
este continua sendo um bom candidato terapéutico e novos estudos deveriam ser
realizados. O modelo desenvolvido super-expressa a ataxina-3 expandida a niveis bem
maiores do que em pacientes com DMIJ, de forma que o efeito parcial do glicerol
demonstrado nesse trabalho ja possa ser suficiente na reducdo de morte celular

induzida pela ataxina-3 expandida em pacientes.

Litio

O efeito protetor do litio também foi dose-dependente, sendo que houve um
aumento estatisticamente significativo de 17% e 21% da viabilidade celular relativa
nas concentracdes SmM e 7,5mM, respectivamente, quando analisados com o reagente
MTT. A concentracdo mais baixa testada, 2,5mM, ndo teve alteragcdo significativa. A
faixa de concentragdo de litio que exerce funcdes neuroprotetoras para as diversas
doencas ja estudadas € muito estreita, o que pode explicar esse efeito dose-dependente
(76;148). O aumento da viabilidade pela acdo do litio foi confirmado através da outra
metodologia aplicada. Os experimentos analisados em citometro de fluxo mostraram
um aumento estatisticamente significativo de 12% de células vidveis apds o tratamento
com SmM de litio.

Em um modelo celular para a doenca de Huntington, o tratamento com litio
resultou na diminui¢do de 40% da morte celular e 40% de agregados (72). No entanto,
esse modelo utilizou o gene truncado para huntingtina, sendo que a auséncia do

contexto da proteina pode modificar aspectos patologicos. A diferenca na efici€éncia da
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protegdo exercida pelo litio obtida nesse trabalho e no nosso € provavelmente resultado
da diferenca entre as doencas de Huntington e DMJ. Embora as doencas por
poliglutamina tenham caracteristicas semelhantes, os mecanismos exatos nao estdo
estabelecidos ja que o contexto das proteinas envolvidas em cada uma das doencas é
completamente diferente.

Carmichael e colaboradores (72) demonstraram que o litio age através da
inibicdo do gene GSK-3, mas ndo estd associado a outros genes como o Bcl-2 e p53 ou
com a resposta ao choque térmico. Ao final de sua cascata de sinalizacdo, GSK-3 ativa
genes indutores da apoptose, de maneira que a inibicdo do GSK-3 pelo litio estaria
diminuindo a expressio desses genes indutores de apoptose.

Outro trabalhou mostrou que o tratamento com litio em animais modelos para
SCA1 diminuiu a regeneragao hipocampal, mas ndo alterou os agregados (81). O litio
pode apresentar alvos moleculares além do GSK-3, que alteram a expressdo gé€nica e
poderiam ser responsaveis pelos efeitos neuroprotetores obtidos. Um outro mecanismo
de acdo do litio seria o aumento da atividade de ligacio ao DNA de fatores de
transcricdo, como € o caso do AP-1 (149). Como a alteracdo da expressdo génica é
caracteristica das doengas por poliglutamina, o litio pode estar exercendo seu efeito
neuroprotetor através do favorecimento da expressdo de genes que sdo alterados na
doenca. O tratamento com litio também pode prevenir a redu¢do no tamanho de
dendritos de neurdnios hipocampais (150) ou ainda atuar na neurotransmissio e
neurodegeneracdo (151-153).

Ap6s o tratamento com litio ndo houve alteracdo da razdo entre mondmeros e
agregados no nosso modelo, resultados compardveis aos de Watase (81). A redugdo da
morte celular induzida pela ataxina-3 expandida demonstrada neste trabalho reforca o
potencial terapéutico do litio nas doencas por poliglutamina, sendo que resultados
positivos ja foram demonstrados para doenca de Huntington e SCAl. A esses
resultados soma-se a vantagem de usar uma droga j4 estabelecida e usada em humanos
por mais de 50 anos, o potencial terap€utico e téxico do litio € conhecido, sendo usado
principalmente para o transtorno afetivo bipolar (154). Dentre os efeitos colaterais da
droga estdo o tremor e falta de coordenacgdo, principalmente quando a dose ndo é bem
monitorada (155). Visto o risco desses efeitos colaterais para tratar doencas que

apresentam disfuncdo cerebelar, Watase e colaboradores (81) avaliaram eventos de
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tremor em camundongos durante o tratamento com litio € ndo encontraram aumento

desses eventos.

Coenzima Q10

Existem evidéncias do envolvimento da disfuncdo mitocondrial e
anormalidades bioenergéticas na patogé€nese de doencas neurodegenerativas (156).
Sendo assim, compostos que melhoram a bioenergética celular e mitocondrial sdo
candidatos para o tratamento dessas doencas. Neste trabalho foi avaliada a coenzima
Q10, um cofator da cadeia transportadora de elétrons e importante antioxidante (157),
na reducdo dos efeitos citotoxicos do modelo in vitro para DMJ.

Através de andlises com o reagente MTT, verificou-se um aumento,
estatisticamente significativo, de 14% da viabilidade celular relativa apds o tratamento
com 10uM da coenzima Q10. O tratamento com uma concentragdo maior, 30uM levou
a um aumento de 11%, que ndo alcangou significancia estatistica. J4 a concentracdo
mais alta testada, 90uM, ndo mostrou efeito significativo na viabilidade celular.
Valores préximos foram obtidos nos experimentos analisados em citometro de fluxo.
Nesses experimentos o tratamento com 30uM de coenzima Q10 aumentou em 13% a
viabilidade celular, o que foi estatisticamente significativo.

O efeito da coenzima Q10 tem sido estudado em diversos modelos in vitro de
toxicidade neuronal com resultados que corroboram para o efeito neuroprotetor desse
composto. Em modelos neuronais para o estresse oxidativo, o pré-tratamento com
coenzima Q10 preserva o potencial da membrana mitocondrial e reduz a geracdo de
espécies reativas de oxigénio (158). As defici€éncias nas atividades dos complexos I e
IV sdo melhoradas pela acdo da coenzima Q10 em fibroblastos de pacientes com
doenca de Parkinson (159). Em cultura de neurdnios provenientes de camundongos
transgénicos para doenca de Huntington houve diminui¢cdo da morte celular apds o
tratamento com coenzima Q10 (160).

A acgdo da coenzima Q10 na protecdo contra danos oxidativos também ja foi
relatada na literatura para diversas doencas neurodegenerativas, como a doenca de
Parkinson (161), doenca de Alzheimer (162;163) e doenca de Huntington (90;164).
Um mecanismo possivel da coenzima Q10 prevenir a apoptose seria a inibicdo da
despolarizacdo mitocondrial através do bloqueio da permeabilidade de transi¢do da

mitocondria (119;160). Além do importante papel da coenzima Q10 atenuando a
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disfunc@o mitocondrial presente em doencas neurodegenerativas, a sua utilizacdo em
diversos testes clinicos reforca o seu potencial para o tratamento da DMJ.

O tratamento com a coenzima Q10 de pacientes com doenca de Huntington foi
capaz de reduzir os niveis de lactato no cortex cerebral e ganglio basal, a interrupg¢ao
do tratamento resultou na alteracdo para os niveis iniciais de lactato mostrando que o
efeito verificado foi devido a coenzima Q10 (89). Visto que pacientes com doenga de
Huntington apresentam um aumento no nivel de lactato, a coenzima Q10 pode agir,
pelo menos em parte, na normalizagdo dos niveis de lactato. Esses resultados
demonstraram efeitos metabdlicos no tecido cerebral provenientes da coenzima Q10 e
sugeriram um efeito sobre o metabolismo mitocondrial. Um teste clinico com a
coenzima Q10 demonstrou a tolerancia e seguranga dessa droga quando administrada
em pacientes com doenga de Huntington (165). Nao houve melhora significativa de
caracteristicas motoras e funcionais apds 6 meses de tratamento, entretanto esse estudo
foi pequeno e nao tinha poder para detectar tais efeitos. Outro estudo clinico para a
mesma doenca avaliou o tratamento com coenzima Q10 unicamente ou em conjunto
com remacemide, receptor antagonista NMDA, durante 30 meses (166). Esse estudo
comprovou a tolerancia e seguranga da droga e houve uma tendéncia a reduzir o
declinio funcional e cognitivo. No entanto, os resultados obtidos nao foram
estatisticamente significativos, o que pode ter ocorrido devido a falta de poder do
estudo na andlise das varidveis propostas, a baixa dosagem da droga ou a necessidade
de avaliar os resultados com prazos maiores ja que as diferencas entre o grupo tratado
e controle foram verificadas apenas 11 meses apds o inicio do tratamento. Diversos
testes clinicos com resultados positivos foram realizados para outras doengas
neurodegenerativas como a doenca de Parkinson, esclerose amiotréfica lateral e ataxia
de Friedreich (revisao, 105).

Além de ser um composto natural, bem tolerado e com poucos efeitos
colaterais, a coenzima Q10 € capaz de atravessar a barreira encefélica, demonstrado
em estudos animais (96;107). A administracdo oral de coenzima Q10 em camundongos
modelos para doenca de Huntington aumentou o nivel de coenzima Q10 no cérebro
desses animais (107). Assim, os resultados obtidos nesse trabalho juntamente com as
evidéncias da literatura apontam para o potencial desse composto no tratamento da
DMJ.

Novamente ndo houve alteracdo na razdo entre mondmeros e agregados da
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ataxina-3 em nossos experimentos apds o tratamento com a coenzima QI10. Os
trabalhos na literatura com modelos para a doenca de Huntington ndo avaliaram tal

parametro.

Consideracoes finais

Para confirmar a especificidade do tratamento com as drogas, os experimentos
foram repetidos em culturas de células transfectadas com pcDNA-myc-ATX3 normal.
O tratamento com as drogas ndo alterou a viabilidade dessas células. Isso mostra que o
aumento de viabilidade observado nas células transfectadas com pcDNA-myc-ATX3
expandida ndo foi resultado de um aumento de proliferacdao estimulada pelas drogas.
Os tratamentos agiram reduzindo a morte celular induzida pela ataxina-3 expandida.
Um experimento seguinte de citometria de fluxo permitiu avaliar separadamente a
porcentagem de células que estdo vivas, em apoptose ou em necrose € mostrou que o
tratamento com as drogas reduziu a porcentagem de células em apoptose. Os
mecanismos de acdo dessas drogas resultaram ao final na reducdo da apoptose,
apresentando portanto potencial para redugdo do processo de neurodegeneragdo.
Embora a reducdo de células em apoptose pareca discreto, em torno de 10%, esse
efeito provavelmente terd repercussdo importante na progressdo da doenca, que é
caracterizada por neurodegeneracdo lenta. E como descrito anteriormente, no cérebro
de pacientes a ataxina-3 € menos expressa do que no modelo desenvolvido, que esta
super-expressando a proteina.

Cada uma das drogas avaliadas nesse trabalho possui mecanismos de agdo
diferentes. Embora ndo esteja completamente elucidado a atuagdo exata de cada droga,
o glicerol provavelmente auxilia no enovelamento correto da ataxina-3 expandida, o
litio na expressdo génica e a coenzima Q10 na disfun¢do mitocondrial. Sendo assim, a
reducdo da morte celular apds o tratamento com essas drogas obtida neste trabalho
corrobora com dados da literatura de que o mal-enovelamento da ataxina-3 expandida,
a alteracdo na expressdo génica e a disfuncdo mitocondrial estdo envolvidos no
processo patoldgico. De fato, diversos mecanismos complexos estariam contribuindo,
em parte, para a patogénese da DMJ.

As trés estratégias terapéuticas estudadas neste trabalho foram capazes de

reduzir a apoptose induzida pela ataxina-3 expandida e, portanto, estudos adicionais
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devem ser considerados, bem como estudos de outras drogas que exer¢am mecanismos

semelhantes.
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6. CONCLUSOES
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Reproducgdo dos efeitos citotoxicos e fenotipicos da DMJ no modelo in vitro
desenvolvido, como a inducdo de morte celular e formacdo de agregados

protéicos.

Glicerol aumentou em 16% a viabilidade de células expressando a ataxina-3

expandida quando avaliado com o reagente MTT e 7% por citometria de fluxo.

Litio aumentou em 17% a viabilidade de células expressando a ataxina-3

expandida quando avaliado com o reagente MTT e 12% por citometria de fluxo.
Coenzima Q10 aumentou em 11% a viabilidade de células expressando a ataxina-
3 expandida quando avaliado com o reagente MTT e 14% por citometria de

fluxo.

Nao houve alteracdao da razdo mondmero/agregado de ataxina-3 expandida apds

os tratamentos com as drogas.

As drogas ndo estimularam a proliferacdo celular e reduziram, em torno de 10%,

a porcentagem de células em apoptose que expressavam ataxina-3 expandida.

Os tratamentos com glicerol, litio e coenzima Q10 foram eficientes na prevenc¢ao

da morte celular induzida pela ataxina-3 expandida.
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