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Resumo

A doenca de Machado-Joseph (DMJ) ou ataxia espigbemsa do tipo 3 (SCA3),
conhecida por ser a mais comum das ataxias heradittominantes em todo o mundo, € uma
doenca neurodegenerativa autossomica dominanteleyaea uma grande incapacidade
motora, embora sem alterar o intelecto, culminaswio a morte do doente. Atualmente ndo

existe nenhum tratamento eficaz para esta doenca.

A DMJ é resultado de uma alteracdo genética caysgdaxpansdo de uma sequéncia
poliglutaminica (poliQ), na regido C-terminal dongeque codifica a proteina ataxina-3
(ATXN3). Os mecanismos celulares das doencas de poliglaargire provocam toxicidade,

bem como a fungéo da ATXNS3, ndo séo ainda totakenemhecidos.

Neste trabalho, usamos, pela sua simplicidade enp@al genético, um pequeno
animal invertebrado, o nemato@e eleganscom o objetivo dédentificar farmacos eficazes
para o combate contra a patogénese da DMJ, arddisamultaneamente o seu efeito na
agregacdo da ATXN3 mutante nas células neuromaissivo e 0 seu impacto no
comportamento motor dos animais. Este pequenotetwado proporciona grandes vantagens
no estudo dos efeitos toxicos de proteinas poliQnmeurdnios, uma vez que a transparéncia
das suas 959 ceélulas (das quais 302 sdo neuréfaodita a detecdo de proteinas
fluorescentesn vivo. Para além disso, esta espécie tem um ciclo decvida, € econdmica e

de facil manutencéo.

Neste trabalho testamos no nosso modelo transgétacdMJ com 130Qs em
C.eleganglois compostos potencialmente moduladores da agfiegda ATXN3 mutante e da
resultante disfuncéo neuroldgica, atuando pelalaiautofagia. De modo a validar a possivel
importancia terapéutica da ativacao da autofagieoogostos candidatos escolhidos foram o
Litio e o anédlogo da Rapamicina CCI-779, testaddependentemente e em combinacéo. A
neuroprotecado conferida pelo Litio e pelo CCI-7@flependentemente sugere que 0O USO
destes farmacos possa ser considerado uma bog@gistreomo terapia para a DMJ, a testar
em organismos evolutivamente mais préximos do homa&nmanipulacdo da autofagia,
segundo varios autores, parece ser benéfica e g@da chave para o desenvolvimento de
novos tratamentos para varias doencas relacionadas a agregacao proteica e 0

envelhecimento.
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Abstract

Machado-Joseph disease (MJD), or spinocerebe#araatype 3 (SCA3), known to be
the most dominan common of the hereditary ataxiaddwide, is an autosomal dominant
neurodegenerative disease that leads to a markéat ehisability, although never changing
the intellect, culminating in the death of the pati Currently there is no effective treatment

for this disease.

MJD is a result of a genetic change caused byxparesion of polyglutamine (polyQ)
sequence in the C-terminal region of the genedhetdes the protein ataxin-3 (ATXN3). The
cellular mechanisms of polyglutamine disease tlaatse toxicity and also the function of

ATXN3 are not yet fully understood.

In this paper, we use, for its simplicity and gengtotential, a small invertebrate
animal, the nematod€. eleganswith the goal of identifying effective drugs torabat the
pathogenesis of MJD, simultaneously analyzing tlediect on the aggregation of mutant
ATXN3 in neuronal cells in vivo and their impact,otihe locomotion behavior of these
animals. This small invertebrate provides greataathges in studying the toxicity of polyQ
proteins in neurons, because of its 959 transpareig (of which 302 are neurons) which
make the proccess of detection of fluorescent prete vivo easy. Furthermore, this species

has a short life cycle, it is economic and easyaintain.

In this work we have tested in our transgenic madé¥lJD 130Qs inC.elegangwo
compounds with the potential to modulate the aggieg of mutant ATXN3 and the results
neurological dysfunction, through the autophagyhwaly. In order to validate the possible
therapeutic importance of activation of autophalg tandidate compounds chosen were

lithium and the analog of Rapamycin CCI-779 testelgpendently and also in combination.

The neuroprotection conferred by lithium and CC8® 1ifdependently suggests that the
use of these drugs may be considered as a godegstifar therapy in MJD and worldwide to
test in organisms evolutionarily closer to humavsanipulation of autophagy, according to
several authors, seems to be benefic and may bkbg development of new treatments for
various protein aggregation and aging-related dega

Keywords
Ataxia; spinocerebellar ataxia; Machado-Josephadiseataxin-3; ATXN3.
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1. Doencas Neurodegenerativas

As doencas neurodegenerativas sdo geralmente gsog® de inicio tardio, e
envolvem perda seletiva de células neuronais, agoaidendrites e / ou sinapses com
degenerescéncia em regides especificas do céeetiepdsitos anomalos de proteinas nos

neuronios e noutras células (Taylor et al. 2002isBipher A Ross & Poirier 2004).

Muitas destas doencas, como a doenca de Parkibd®n & doenca de Huntington
(DH), a doenca de Alzheimer (DA), a Esclerose laté&miotréfica (ELA), as doencas
pridnicas e as doencas de Poliglutaminas, séo dasigeor agregacdo de proteinas; estas
doencas sdo conhecidas por “proteinopatias” (H ldéa 1999). Estas doencas
neurodegenerativas estdo associadas a formacOesgrdgados que parecem estar
correlacionados com a toxicidade. Assim, € cruerdgkender os fatores que regulam os
niveis de estado estacionario destas "toxinas'to taas etapas de sintese como ha
degradacéo (David C. Rubinsztein 2006).

Com os avangos recentes da genética molecularerass gesponsaveis por diversas
doencas hereditarias foram identificados e caraetws em detalhe. As doencas
neurodegenerativas formam um grupo heterogéneo atelogias, compreendendo
entidades causadas por uma série de mecanismosntif® Um desses mecanismos € a
ocorréncia de mutagdes dinamicas. Essas mutacOesasdcterizadas por expansdes de
diferentes tipos de sequéncias de trinucleotide@ssqo instaveis durante a transmissao
genética (Li et al. 1993).

2. Doencas de Poliglutaminas (PoliQ)

A expansao instavel de sequéncias de trinucledidedG na regido codificante
resulta na producdo de poliglutaminas (poliQ) exlpas. A primeira doenca ligada a
expansdo de uma repeticio de CAGs e que causaetleg@ncia progressiva nos
neuronios motores foi a atrofia muscular espindéul (doenca de Kennedy ou
SBMA)(Spada et al. 1991).

Atualmente sdo nove as doengas neurodegeneratieasegsabe estarem relacionadas
com a expansao de sequéncias de poliglutaminaemlcdale Huntington (HD), a atrofia
muscular  espino-bulbar (doenca de Kennedy ou SBMA® atrofia
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dentatorubropalidoluisian®RPLA), e as ataxias espinocerebelosas (SCAs) do tippal,
(doenca de Machado-Joseph), 6, 7 e 17 (Huda Y.ld@&Harry T. Orr 2000) (Tabela I).

Tabela | - Doencas de poliglutaminas: caracteristicas molelares. Adaptado de (Gusella & MacDonald

2000; R L Margolis & C A Ross 2001; Bauer & Nobuitikukina 2009)

Gene Func&o da Normal | Expandida
Doenca Gene Locus i
Mutado Proteina (CAG)n (CAG)n
) Sinalizacao,
Doenga de Huntington o
(HD) Huntingtina HD 4pl16.3 Transporte e 6-35 36-121
Transcrigdo
Ataxia Espinocerebelosa ) )
) Ataxina-1 ATXN1 6p23 Transcrigéo 6-39 39-83
tipo-1 (SCA1)
Ataxia Espinocerebelosa ] Metabolismo do
) Ataxina-2 ATXN2 12924 14-31 32-200
tipo-2 (SCA2) RNA
Atividade de
Ataxia Espinocerebelosa o
) ] Desubiquitilacdo
tipo-3 (SCAS3; Doenca de Ataxina-3 ATXN3 14921 12-44 52-86
Machado-Joseph) Regulacao da
transcri¢cao
) ) alA- voltagem
Ataxia Espinocerebelosa
) CACNA1A CACNA1A 19p13 dependente de 4-20 20-30
tipo-6 (SCAG)
canal de célcio
Ataxia Espinocerebelosa ] 3p21.1- .
) Ataxina-7 ATXN7 Transcrigdo 4-35 37-306
tipo-7 (SCA7) pl2
Ataxia Espinocerebelosa Fator de
) TBP TBP 6927 ) 25-42 47-63
tipo-17 (SCA17) Transcrigdo
Atrofia
) o ) Regulador
Dentatorubropalidoluisiang Atrophina-1 DRPLA 12p13.3] o 3-35 49-88
Transcricional
(DRPLA)
Atrofia muscular espino- Recetor de
bulbar (D d Recetor de AR Xql1-12 9-36 38-62
ulbar (Doenca de - - -
¢ Androgénios a Hormonas
Kennedy ou SBMA) esteréides
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Todas estas doengcas sao causadas pela

expansdo de uma repeticdo de CAGs e caracterizam'-'“:JI
se por uma disfuncdo neuronal progressiva, que
ocorre tipicamente na meia-idade, e resulta em

neurodegenerescéncia. A maioria das doencas de

poliglutaminas afeta populagdes muito especifieas d pRPLA
neurdnios, caracteristicos de cada uma das doenc4SMITH)
(Figura I) (Huda Y. Zoghbi & Harry T. Orr 2000).

Cer

Figura | - Doengas neurodegenerativas associadas a expansdo SCA-3
de repeticdes de CAG (MJD)

Este esquema identifica os principais locais ddgeeuronal
em cada doenca. Vermelho escuro indica grave odapeeuronal
seletiva; rosa indica perda moderada ou perdavedrde células. Os
circulos no cortex cerebeloso representam céluta$utkinje. AH,
corno anteriorCer, cortex cerebelosd / P, caudado / putamegtx,
cortex cerebralDN, nicleo denteadoGP, globus pallidus LCN, SCA-1
nacleo cuneado lateraPN, nucleos pénticosRN, nlcleo vermelho;
SN, substancia nigra;STN, nlcleo subtalamico;VL, nucleo
ventrolateral do talamo; WI, VII e Xll, nlcleos cranianos motores.
Figura adaptada de (C A Ross 1995).

SBMA
(KENNEDY)

Com excecdo da SBMA, todas as outras doencas s@sntitidas de modo
autossdmico dominante. O diagndstico molecular loshvd é realizado através da
determinacdo do numero de repeticdes anormaisnpeese gene associado a doenca. Em
relacdo as ataxias espinocerebelosas, 0 uso @enfartas moleculares possibilita também a
diferenciacédo entre as diversas formas, tendo sta gue o diagnostico realizado somente

com base clinica se torna muito dificil em virtuldesobreposi¢éo dos sinais clinicos.
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N&o foi, até a data, esclarecido o mecanismo paiogésubjacente as doencas
causadas por expansao da sequéncia de poliglutabiugasos estudos em modelos celulares
e animais revelaram que estas doencas sédo caysadas mecanismo de ganho de funcéo, e
que a expansdo do segmento de glutaminas estaseadbapatogénese a elas associadas
(Huda Y. Zoghbi & Harry T. Orr 2000).

Varias caracteristicas comuns das doencas de paiam um efeito comum téxico
relacionados a expansao poliQ. Todas estas dos@gasontinuas e progressivas. Quer as
proteinas normais quer as anormais sao geralmeptessas em niveis semelhantes nos
tecidos. Além disso, ndo existe uma relacdo clatee @ padrdo de expressao e os locais da
patologia, exceto na SCA6, em que o producto de geexpresso predominantemente nas
células de Purkinje (Ishikawa et al. 1999). Embaranaioria das proteinas associadas a
doencas de poliQ seja expressa de forma sistémicaotoxicidade parece restrita a certos
subtipos neuronais no sistema nervoso central.sisiere que, provavelmente, existem nos
neuronios vulneraveis certas condi¢des celularespgdem causar a citotoxicidade selectiva

pelos produtos dos seus genes (Bauer & Nobuyukindu2009).

Na maioria destas doencas ocorre uma relacdo lingarsa entre o numero de
repeticbes e a idade de manifestacdo dos sintoma®ehca, muitas vezes associada ao
fendmeno de antecipacdo genética, que consisteani#estacdo mais grave e precoce da
doenga com o passar de geragdes (H L Paulson 1999).

3. Doenca de Machado-Joseph/Ataxia Espinocerebelosgo®i3

A doenca de Machado-Joseph (DMJ), também conhecdmo ataxia
espinocerebelosa tipo 3 (SCA3), é uma doenga negeo@rativa autossémica dominante que
leva a uma grande incapacidade motora (sem nutesarab intelecto) e culmina com a morte
do doente. E resultado de uma alteracdo genéticsada pela expansdo de uma sequéncia
poliglutaminica (poliQ), na regido C-terminal datfgina ataxina-3 (ATXN3) (Takiyama et
al, 1994).
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i. Definicao

A doenca de Machado-Joseph foi inicialmente des@ih familias emigrantes de
origem acoriana a viver nos Estados Unidos, senais tarde encontrada nos Acores e em
Portugal Continental e posteriormente em famileaa ascendéncia portuguesa. Esta doenca
foi reportada pela primeira vez em 1972 por Nakaseus colaboradores, que a descreveram
como uma forma de ataxia autossoémica dominantelessendentes de William Machado, a
qual deram o nome de “doenca de Machado” (Nakaah €072).No mesmo ano, a familia
Thomas foi descrita por Woods e colaboradores,saptando caracteristicas idénticas as
descritas por Nakano, porém com algumas particiadldes. Esta doenca foi designada por
degenerescéncia nigro-espino-dentada com oftalgiep(#/oods & Schaumburg 1972). Em
1976, foi efetuada uma terceira descricdo na farddi Antone Joseph, tendo sido apresentada
como uma nova ataxia hereditéria, a qual foi dadesggnacéo de “doenca de Joseph” (Roger
N. Rosenberg et al. 1976). Coutinho e Andrade dstnaram, que, apds estudarem diversas
familias acorianas, se encontrava em membros demasma familia caracteristicas clinicas
correspondentes as trés descri¢des iniciais (Pirbou& Andrade 1978). Em 1980, Lima e
Coutinho propéem o nome de doenca de Machado-Jgsmpha unificacdo das entidades
clinicas descritas anteriormente (L. Lima & P Caluti 1980).

Esta doenca passou a ser assim referida na litenatw doenca de Machado-Joseph
(DMJ), também como ataxia espinocerebelosa tip8@AQB), sabendo-se agora ser a mais
comum das ataxias hereditarias dominantes em tadaonmo (entre 15% a 45% de todas as
ataxias) (Russell L Margolis 2002).

ii. Sintomas Clinicos da DMJ

Clinicamente, esta doenca neurodegenerativa de itsiclio manifesta-se em média por
volta dos 40 anos, no entanto existe uma grandabiiadade em termos de idades de inicio,
estando descritos casos com inicio entre os 5/8 asos (J Sequeiros & P Coutinho 1993).

A DMJ é caracterizada por oftalmoplegia, sinaisaupidais, e em alguns casos sinais
extrapiramidais, principalmente distonia, e sinagsiféricos, que podem ir desde a mera
auséncia de reflexos, até a atrofias musculares ooanenos pronunciadas.

Os sintomas clinicos incluem ataxia cerebelosa, sgueanifesta progressivamente por
alteracbes do equilibrio durante a marcha, difedés de articulagdo verbal e
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descoordenacé&o dos membros superiores; oftalmapetgrna progressiva, que se inicia por
uma limitagcdo do olhar vertical para cima, seguisdaima limitagdo da convergéncia e do
olhar lateral, podendo ocorrer retracado palpebrihalmente, sinais piramidais, que incluem
hiperreflexia osteotendinosa, sinal de Babinslsmasticidade (P Coutinho & Andrade 1978)
Os doentes tém uma sobrevida média de 21 anosptdusaqual mantém geralmente a
capacidade intelectual bem preservada, a sua nooderendo devido a complicacdes

associadas a imobilidade prolongada.

No entanto, devido a grande variabilidade de sia®ugiinicos, houve a necessidade
de organizar uma classificacdo por subtipos dagjntendo em conta a idade de inicio e os
principais sintomas (L. Lima & P Coutinho 198@) DMJ tipo | apresenta uma idade de
inicio menor (10-30 anos) , com um rapido e mas/grercurso da doenca que associa a
ataxia cerebelosa e a oftalmoplegia com sinaisrpita@is graves e extrapiramidais (distonia).
A DMJ tipo 1l € a forma mais frequente, e correga um estado intermédio em termos de
gravidade e idade de inicio (20-50 anos), caraetedo-se pelos tradicionais sintomas de
ataxia cerebelosa e oftalmoplegia, espasticidadatr@cdes musculares incontrolaveis),
espasmos e respostas reflexas exageradas. A DdlItpuma forma de inicio mais tardio,
com uma progressdo lenta (40-70 anos), apresentaiadaa cerebelosa e oftalmoplegia,
associadas a sinais periféricos mais marcados, adamente alguns espasmos musculares,
atrofia muscular e sensacdes desagradaveis tais dorméncia, formigueiro, caibras e dor

nas maos, pés e pernas.

Quase todos os pacientes com DMJ tém problemassée, vincluindo visdo dupla
(diplopia) e visao turva, perda da capacidade dinduir cores e/ou o contraste e a
incapacidade de controlar os movimentos dos olhos.

Em 1983, foi descrito por Roger Rosenberg um bBfgomais raro, que corresponde a
doentes com a doenca de Machado-Joseph associpdekiasonismo (Rosenberg 1983;
Russell L Margolis 2002).

iii. Caracteristicas da Patologia na DMJ

Em 1992, foram propostos por P. Coutinho os cagegpatologicos da DMJ. Os
doentes com gliose e perda neuronal dos nucleasoespebelosos, dentados, pdnticos e
vestibulares, bem como de estruturas extrapiramidedmo a substancia nigra, locus
coeruleus e complexo palidoluysiano (Figura Il). Hé@lucdo da densidade neuronal nos
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nacleos dos nervos cranianos motores, dos cornteri@es da medula, nos ganglios
raquidianos e corddes posteriores (P Coutinho &réadel 1978; do Carmo Costa et al. 2004,
Rosenberg 1992).

NLID
Figura Il — Regides do cérebro afetadas na DMJ

A coloragdo vermelho escuro indica perda neuronaveg seletiva; a
rosa indica perda moderada ou variavel de céluBEN, nlcleo
subtalamico; GP,globus pallidus,RN, nucleo vermelho,SN:
substancia nigraPN: nacleo pbntico,DN: ndcleo denteado,
LCN: nlcleo cuneado lateralCer: cOrtex cerebelar. Figura
adaptada de (C A Ross 1995).

Anatomopatologicamente, a maioria dos cérebrosadeptes com DMJ com mais de
15 anos de duracdo da doenca, mostrava um mermdpegie os de individuos sem historial

meédico de doencas neuroldgicas ou psiquiatricaabiiehi et al. 1999).

Em contraste com estudos neuropatolégicos convegisiaanteriores, recentemente
foi realizado um estudo anatomopatolégico e imusthuimico ndo convencional, com
cortes seriados de tecido com {00 de espessura e cortes de 10um de espessura para
controlo histolégico de cérebros de sete paciendesgnosticados clinicamente e
geneticamente com SCAS3, 0 que revelou generalizai@ma presenca de agregados de
ATXN3 nos feixes de fibras axonais destes doe(Bzsdel et al. 2010).

Apesar de ha muito se tentar estabelecer umaitekagtre o tamanho da repeticdo
CAG e o grau de atingimento e atrofia cerebralestsidos realizados ndo tém conseguido

demonstrar tal associacdo (Wedekind D, et al. 1998)

iv. Genética e Diagndstico da DMJ

DMJ é causada por uma mutacdo no gene MID1/ATXM3.1992 foi mapeado em
familias japonesas, o gene no braco longo do creones 14 (14924.3-932)0 gene é
composto por 11 exdes, abrangendo uma regido dongerde cerca de 48 kb, com a
sequéncia de (CAG)n localizada no exao 10 (Takiyenah 1993).
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Relativamente a esta doenca, os individuos norapaesentam alelos com 12 a 44 CAGs,
enquanto que individuos doentes apresentam um séguae 52 a 86 CAGs, 0 que se traduz
na presenca de um segmento expandido de polighdamia proteina ATXN3 (Kawaguchi et
al. 1994; Maciel et al. 2001). Individuos com regid intermédia do segmento CAG (45-51)

podem ou ndo manifestar a doenca (Srivastava 2065).

Como foi referido anteriormente, a DMJ € transmaitite forma autossémica dominante,
ou seja, basta que um dos progenitores (indepestdente do sexo) seja portador da mutacéo
para existir um risco de 50% de os seus filhos ¢asgm afetados. A antecipacdo € uma
caracteristica da DMJ, devido a correlacdo inverdee o tamanho da repeticédo e a idade de
inicio da doenca, e a tendéncia para uma expana@o da repeticdo patogénica em geracdes

sucessivas (H L Paulson 1999).

4. A DMJ e a Ataxina-3

O gene daATXN3codifica uma proteina evolutivamente conservaddgdada ataxina-3
(ATXN3), uma pequena proteina com um peso moledda#2kDa em individuos normais.
Esta proteina apresenta um segmento de poligluésmde tamanho variavel, na regido C-
terminal, cuja expansdo estd associada a estagat¢Kawaguchi et al. 1994; Goto et al.
1997).

Expressao e localizacdo: A ATXN3 normal, tal commtada, apresenta uma expressao

ubiqua. Sabe-se igualmente que ambas as formasxpéEssas em niveis semelhantes em
linhas celulares linfoblastéides (Wang et al. 199¥)em tecidos de doentes DMJ (H L
Paulson et al. 1997). A localizacdo subcelular algsbteina tem sido alvo de alguma
controvérsia. Certos estudos determinaram a laggl citoplasmatica da ATXN3 (H L

Paulson et al. 1997; Schmidt et al. 1998). No dntaautro estudo admitiu que a sua

localizag&o seria igualmente nuclear (Schmidt.et@38; Wang et al. 1997).

Dominios: A ATXN3 contém um dominio Josefina, nai 9¥-terminal, contendo a
hipotética triade catalitica de aminoacidos ciste(@14), histidina (H119) e asparagina

(N134). Seguido por dois ou trés dominios Ulii€uitin interacting motjf nas diferentes
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variantes da ATXNS3, localizados antes do segmentgldtaminas, e um outro localizado
apos o segmento de glutaminas apenas presenteanastes 1 e 4 (Hofmann & Falquet
2001; Donaldson et al. 2003). Os dominios UIMseastinservados nos varios homaologos da
ATXN3, o que sugere a sua relevancia na funcéo aloda proteina. Pensa-se que este
motivo pode ser importante na patogénese da DMd,wsn que parece ser necessario para o
recrutamento da ATXN3 normal para os agregados4dldson et al. 2003).

Estrutura: A estrutura tridimensional da ATXN3 dooa por determinar
experimentalmente, devido as dificuldades de esfme® purificacddn vitro de proteinas
que contém repeticdes de glutaminas. A revelac&uaastrutura é de extrema importancia,
uma vez que a descoberta da conformacado correctarai@ina pode contribuir para a
determinacdo do mecanismo pelo qual a alteracadorcoacional da ATXN3 leva a

formacgao de agregados nucleares (Bevivino & Ldll130

N-terminal —| NES | [ Dominio Josefina] | um1 || uimz2 || NLs || sequéncia de Poliglutaminas | | uma |- c-terminal

Figura 1l - Esquema representativo da estrutura da proteind. Aixal de exportacdo nuclear (NES),
dominio Josefina, dominios de interaccao de ubiguitUIM1, UIM2 e UIM3) e sinal de importagdo nuate
(NLS) (Adaptado de Nicastret al, 2001; Breueet al, 2010 e Albrechet al, 2004) (Albrechtet al, 2004;
Breueret al, 2010; Nicastret al, 2010).

Funcdo: Os mecanismos celulares das doencas dglupoiiinas que provocam
toxicidade, bem como a funcdo da ATXN3, ndo séddaitotalmente conhecidos. Mesmo
assim, pensa-se que a diminuicdo desta proteirealsgr sempre menos prejudicial do que a
sua acumulacdo (Xiao et al. 2010; F. M Menzies |e2@10). A proteina parece estar
associada a via da ubiquitinacdo, pois possui doisrés dominios para interagdo com a
ubiquitina (Donaldson et al., 2003), e interage qmateinas envolvidas na via proteolitica
tais como subunidades do proteossoma, hHR23 e #p9CRalosin-containing protein/p97
(Doss-Pepe et al., 2003).

Também no citoesqueleto, a ATXN3 parece ter umlgaeeonderante, pois a sua perda
parcial de funcbes, no contexto da doenca, podtarafearcadamente a estrutura do
citoesqueleto (Costa et al., 2010).
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5. Envelhecimento

As mudancas associadas ao envelhecimento sao kadesde fatores genéticos pré-

determinados, influéncias ambientais, e de cedasghs. (Sohal et al. 1994).

A DMJ é uma doenca hereditaria em que o gene énoipal fator de risco. Porém um
dos maiores fatores de risco nas doencgas neurcelegjgns € o envelhecimento. Mutacdes
no DNA mitocondrial, bem como o stress oxidativonttibuem para o envelhecimento. O
envelhecimento € um elemento essencial, fisiologioctevitavel fendbmeno caracterizado pela
acumulacéo de alteracBes desfavoraveis nas céuksdos durante a deterioragcdo na pos-
maturacdo, diminuindo a capacidade de sobrevivéaciaumentando o risco de morte
(Harman 2001).

O mecanismo molecular preciso do envelhecimenideaido esta totalmente esclarecido,
mas elementos que sao responsaveis por danos ievogda eliminacdo impropria de
moléculas danificadas sdo consideradas as prisaipaisas. Estes dois fatores desempenham

um papel fundamental na sobrevivéncia celular (aar@001).

6. Misfolding e agregacao

A expansdo de poliQ estd associada a uma alterdgdconformacédo das proteinas
(misfolding), com consequente formacao de agregalisfsincdo neuronal e morte celular (S.
W. Davies et al. 1997). As proteinas com conforreacélteradas sdo agora reconhecidas
como uma caracteristica central de varias doerga®degenerativas. Temos como hipétese
que as doencgas de poliQ séo o resultado de um géxibo de funcdo que ocorre ao nivel da
proteina mutada. Uma caracteristica patologicanprente na maioria dessas doencas € a
acumulacdo intranuclear e citoplasmatica de agosgatk proteinas poliQ dentro dos
neurénios (DiFiglia et al. 1997; S. W. Davies et18l97).

O papel da agregacao na patogénese da doenca@veosd. Nao € completamente claro
se a toxicidade da expanséo de proteinas poliQtaeda presenca de agregados visiveis ou
de pequenas espécies intermediarias geradas dorgnbeesso de agregacao. Os agregados
podem simplesmente representar os produtos fimagévento tdxico. Alguns estudos sugerem
gue as inclusdes poderédo ter um papel protetod(baet al. 1998).
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As inclusdes nucleares (IN) foram descritas pelengira vez em 1997 em ratinhos
transgénicos na DH (S. W. Davies et al. 1997) eelésgo, esta descoberta serviu de base a
diversos estudos imivo e in vitro que permitiram concluir que estas estruturas reeneis
um factor unificador deste grupo de doencas. Afohldm detectadas em todas as patologias
de glutaminas, excepto na SCA6, em que se observapgnas inclusdes citoplasmaticas
(DiFiglia et al. 1997; H L Paulson et al. 1997).

Foi demonstrado que as proteinas componentes ds&olNbiquitinadas (H L Paulson et
al. 1997) e, que estas quando presentes no nietgatam subunidades do proteassoma para
os agregados (Cummings et al. 1998; Chai et aR)1®%ste facto indicia o envolvimento do
sistema ubiquitina-proteassoma (UPS) no processgéico, provavelmente na tentativa de

degradar as proteinas mal conformadas.

i. Estratégias terapéuticas

Até agora, a DMJ e todas as outras doencas de p@ldQtém cura, embora alguns
sintomas possam ser controlados com tratamentesiésps. Doentes com distonia de inicio
recente, podem ser aliviados pelo tratamento dopagico e a espasticidade que surge na
DMJ pode ser aliviada com antiespasmadicos (Pa@66i).Um estudo realizado por Takei
e col. revelou que a tandospirona melhora sintoow@mso depressao, insonia e dores
musculares (Takei 2004). A terapia ndo farmacolbgitambém importante nos doentes com
DMJ. A disartria e a disfagia devem ser avaliadais ym terapeuta, estando a terapia de
reabilitacdo da degluticio recomendada a todos aentels com disfagia neuroldgica
(Neumann et. al 1995).

Apesar dos tratamentos sintomaticos constituirebase da terapia usada na pratica
clinica, varios tratamentos neuroprotetores térndwia ser testados em ensaios pré-clinicos e
clinicos. Os potenciais tratamentos para as doeteg®liQ podem ser divididos em duas
classes: as que visam as proteinas mutantes, Ouetadiretamente; e aquelas que estédo

voltadas para a limitacdo da deterioracao celadas@&da pelas proteinas mutantes:

a) Terapias voltadas para as proteinas poli@hcluem: silenciamento do gene;
inibicdo da clivagem; tentativas de melhoria dardegcé&o proteica e inibicdo e prevencgao da

agregacao.
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b) Terapias que modificam o efeito das proteinas poliQnutantes incluem: a
modulacdo da transcricaestabilizacdo mitocondrial e redugéo do stressabiiol, bloqueio
da excitotoxicidade e inibicdo da apoptose (Bau&lo&uyuki Nukina 2009).

7. Alvos Terapéuticos

A degradacéo proteica € um fendmeno celular esgrania prevenir a acumulagéo de
proteinas com anomalias estruturais, incapazexeleutar a sua funcdo corretamente. As
células possuem trés principais mecanismos deajefgerligados, contra o “misfoldingas
chaperones que consiste numa maquinaria molecular que acanapa auxilia o “refolding”
(enrolamento) de proteinasyia de ubiquitina-proteossoma (UPS)gue degrada proteinas
deformadas, e autofagia, através da qual as células reciclam os seusipsoprganelos e
proteinas (Yao 2010; Paulson 2007).

i. Chaperones Moleculares (CM)

Chaperones moleculares (CM) sdo proteinas ubiquesmaukiliam e desempenham um
papel importante na manutencdo da homeostase'refotting” de proteinas, prevenindo a
sua agregacdo, entre outras importantes funcdeacefilares. O grupo das chaperones
moleculares € composto por varias familias de prate altamente conservadas e nao
relacionadas, embora a maioria deles pertenca #idade proteinas de choque térmico
(HSPs), que sao induzidas em caso de stress pmt o@s também em resposta a outros
fatores. Entre as varias familias de chaperonestackem-se as Hsp70, que recebem e

distribuem substratos de/para outras chaperonescaiates, como as Hsp90 (Fink 1999).

i. Sistema Ubiquitina-proteossoma (UPS)

O sistema ubiquitina-proteossoma (UPS) desempemhapapel fundamental na
degradacgdo proteinanisfolded(Tianhong Pan et al. 2008). A ubiquitina € umateira
encontrada nas ceélulas eucariotas, constituida7@aminoacidos, e que desempenha uma
funcdo importante na regulacao dos niveis de prageiEla marca proteinas indesejadas para
que sejam degradadas por compostos macromoleculzoes atividade proteolitica

designados de proteossomas (Glickman & Ciechan2d@2). Estudos demonstram que a
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degradacéao pelo UPS parece afetar praticamente t@dprocessos celulares. Ao contrario de
outras vias proteoliticas, a via da ubiquitina éwea@onsumo de ATP e nao libertacdo de

energia (David C. Rubinsztein 2006). A degradagétefra € feita numa série de etapas que
resultam na poliubiquitilacdo da proteina a setrdita, esse processo permite que a célula

elimine proteinas de modo bastante especifico.

Trés enzimas sao necessarias para a ubiquila¢gl:emzima ativadora da ubiquitina;
aE2, enzima conjugadora; eEB, ubiquitina ligase. A enzima E1 recorre a eneligertada
pela hidrolise de ATP, une-se a ubiquitina atraleésua extremidade carboxilo; a enzima E2
toma o lugar da enzima E1; a enzima E3 permiteageazima E2 unida a ubiquitina seja
substituida pela proteina a degradar, estabeleemndona ligagcdo entre a extremidade
carboxilo da ubiquitina e um grupo amina de umdweside lisina da proteina alvo (Hoppe
2005).

Apods este processo, a proteina ubiquitilada sdmadmente, para o proteossoma 26S.
Estes proteossomas localizam-se no citosol e sastitddos por trés subcomplexos: no
centro o subcomplexo 20S e nas extremidades superimferior o subcomplexo 19S
(regulador). E num destes subcomplexos 19S queteipa ubiquitilada comeca a desenrolar-
se. Por fim, a proteina desenrolada é processadabmomplexo 20S por agdo de proteases
presentes em cada trés das sete subunidddegie constituem a unidade central do
proteossoma (Bennett et al. 2005).
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iii. Autofagia

Autofagia é o processo pelo qual as proteinas intracelulatesorganelos sao
degradados através da formagdo de estruturas debramsn dupla, a designados de
autofagossomas. Estes fundem-se aos lisossomaiipsnonde 0 seu conteudo é degradado,

sendo posteriormente descartado ou reciclado garaalular (X. Jiang 2010).
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Figura IV - Sistemas celulares de controlo de qualade das proteinas.A proteina alterada é
geralmente reconhecida por chaperones molecul@®l, (Que sédo proteinas que permitem a reparacdo da
conformacéo da proteina ou "refolding”. Se as Chla@nseguirem reparar, elas enviam a proteinadbgrara
degradacédo - geralmente via sistema ubiquitinaepssbma (UPS). No entanto, se a atividade destamsis
falha, e a proteina fica organizada em estruturssliveis complexas (fibras ou oligémeros), a agfiaf € o
Unico sistema que é capaz de remover esses compi@®xoos. Em condicdes que a autofagia ndo coesegu
remover as proteinas alteradas, estes agregadtisueon a funcionar dentro proteinas interferindenco

normal funcionamento celular. Adaptado de (M. Mezi-Vicente & A. M Cuervo 2007).
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Ainda nédo esta completamente esclarecido como redquas proteinas sao degradadas pelo
UPS ou por autofagia. No entanto, segundo varittges) a via da autofagia é provavelmente
o principal mecanismo envolvido na degradacao deejiras de longa duracéo, e de proteinas
estaveis, e € 0 Unico mecanismo pelo qual organetesos, como as mitocondrias, sdo
reciclados. Grandes proteinas de membrana e coospfaoteicos (incluindo oligémeros e
agregados) que ndo passem pela barreira do proteasgpodem ser degradados pela
autofagia (Beth Levine & Klionsky 2004; Marta Mawsiz-Vicente & Ana Maria Cuervo
2007; T. Pan et al. 2008). Segundo Pandey, a a@ofa também um mecanismo
compensatorio em situacdes de insuficiéncia depssoma (Pandey et al. 2007).

As proteinas podem ser alteradas por mutacdesfinamdies pos-traducionais, ou por
agressoes, intracelulares ou extracelulares (corstvess oxidativo, radiacdo ultravioleta e
compostos toxicos), que muitas vezes induzem untanga na sua conformacéo (Figura V)

(Markossian & Kurganov 2004).

A falha das funcdes proteassoma/autofagia e a deddps CM disponiveis no
ambiente celular pode comprometer a degradadatdieg de proteinas que desempenham
papéis importantes nas células. Curiosamente, ATKINBana € uma ubiquitina hidrolase
vitro e liga-se a ubiquitina e a substratos ubiquitdadsugerindo um papel na degradacéo
proteica através da via ubiquitina-proteassoma JURP auséncia de uma proteina
processadora como a ATXN3 pode perturbar a honsastalular pelo que é interessante
investigar se para além do efeito de ganho de tutidca da expansédo de poliQ, ha alguma
perda de funcdo da ATXN3 na DMJ.

8. Autofagia como alvo terapéutico

O termo autofagia é usado para definir um processabdlico que conduz a
degradacdo de componentes da propria célula, atrdaémaquinaria lisossomal. E um
processo essencial para a sobrevivéncia e longlvidi@a organismo, pois intervém e mantém
um equilibrio entre a sintese, degradacao, e pasteciclagem de produtos celulares (X.
Jiang 2010).

Em células como os neurdnios, hepatécitos e cémiessulares cardiacas, a autofagia

inadequada leva a que os fagolisossomas ndo cempkedigestido total do organelo, sendo
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convertidos em corpos residuais. Com o avanco atdeidesses corpos formam pigmentos de
inclusédo que se acumulam no citosol (Khan et &8p0

Estudos recentes e@ elegansevidenciam geneticamente que o0 processo autofagico
protege contra doencas causadas por proteinas adgeeg associado a doencas
neurodegenerativas (Meléndez & B. Levine 2009; Meiset al. 2007). A manipulacdo da
autofagia, segundo varios autores, parece ser ibenéf pode ser a chave para o

desenvolvimento de novos tratamentos para variesgas, como a DMJ.

Existem 3 tipos de autofagia: autofagia mediada pbaperones (AMC),

microautofagia e macroautofagia (Figura V).

Os diferentes tipos de autofagia partiiham um pdetminal, os lisossomas, mas
diferem nos substratos-alvo, na sua regulacéo,secoadicdes em que cada um deles é

preferencialmente ativado (Cuervo 2007).

Lysosome
Autophagosome ”

Phagophore Chaperone

" Unfolded
substrate protein

Cytoplasm Lysosomal
hydrolase
Membrane
source A
@) — _ Autolysoscme

Figura V — Mecanismo da Autofagia Adaptado déNoboru Mizushima et al. 2008)

i. Autofagia mediada por chaperones (AMC)

A autofagia mediada por chaperone® um mecanismo que envolve a translocacao
direta de proteinas através da membrana do lis@sdesta translocacédo € mediada pela acao

de chaperones citosélicas e lisossémicas com avémedo do transportador LAMP-2A

! Lysosome-Associated Membrane Protein type 2A
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Uma vez dentro do lisossoma a proteina € degragadacdo de hidrolases ( Wyss-Coray
2009; Noboru Mizushima et al. 2008).

i. Microautofagia

Na microautofagia, o material citoplasmatico é diretamente lancaa@ @ superficie
do lisossoma pela septacdo ou invaginacdo da maeebnaitante (Noboru Mizushima et al.
2008b).

i. Macroautofagia

Na macroautofagia os organelos envelhecidos sdo envolvidos por uoam&mo que
inclui a formacéo de vesiculas com o auxilio doctdd endoplasmatico liso: o material
citoplasmatico é envolvido por uma vesicula de auphembrana designada por
autofagossoma. Posteriormente, o autofagossomde-fem com um endossoma secundario,
recebendo enzimas hidroliticas do complexo de gdigideste modo, transformado em
autofagolisossoma. O processo culmina com a degfiaddo organelo pela acdo enzimatica
(Meléndez & B. Levine 2009).

A autofagia pode ser estimulada em determinadaacgies, como, por exemplo, em
pequenos periodos de caréncia de nutrientes, sgredaparecem numerosos autofagossomas
nos hepatécitos com o objetivo de converter os ocomptes da célula em alimento para
prolongar a sobrevivéncia do organismo. A AMC pa#r induzida apds a privacao
prolongada de nutrientes, enquanto que a micraagitofndo € ativada pela deficiéncia

nutricional ou em situacgdes de stress.

A disfungcdo da autofagia pode ocorrer em vériapastana falha da formagédo do
autofagossoma ou na fusdo deste com os lisossomaagieficiéncia de enzimas nos
lisossomas e disfuncdo das charperones molecwards receptor lisossomal de membrana,
uma destas disfungcbes pode, consequentementer eaagaegacao indesejada de proteinas
levando a morte celular (T. Pan et al. 2008).

Atualmente, conhecem-se pelo menos 27 genes netatds com a autofagia na
levedura, estando descritas as suas funcdes. @ngnte esses genes foram chamados Aut,
Apg, ou genes Cvt, mas entretanto foi alcangcado comsenso, sendo todos 0s genes
relacionados com autofagia descritos por um nomeuog Atg (Autofagia); a maioria ja é
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representada por ortdlogos em mamiferos eCGeategans(Meléndez & B. Levine 2009;
Klionsky et al. 2003).

Neste projeto, daremos relevo a macroautofagiaf@git propriamente dita), visto
que todos os estudos eth eleganse noutros modelos, se centraram sobre esta forma de
autofagia, por ser um mecanismo intracelular pasdmente capaz de degradar grandes
agregados proteicos ou organelos danificados elleroidos, e por ser o tipo de autofagia
mais recorrente nos neurénios (Wyss-Coray 2009jdD&v Rubinsztein 2006). E uma via
evolutivamente conservada nos mamiferos e em modeliais e a sua desregulacdo esta
presente em doengas como 0 cancro, cardiopatiatrasodoencas neurodegenerativas
(Samara et al. 2005). No presente caso, considegares este podera ser um mecanismo que
ativara a degradacdo da ATXN3 mutante (Rubins2@@®).

9. Modelos Animais da DMJ

Durante os ultimos anos foram criados diversos insdanimais para as doengas
causadas por expansao de poliglutaminas, com liddéida de se compreender o mecanismo
patogénico subjacente a estas, e porventura eacamna forma de o mitigar. Existem
modelos de DMJ em cultura de célulagaenorhabditis elegans(C.elegany
Drosophila melanogasterato e ratinho (Rubinsztein 2006).

Um sistema modelo da doenca € uma ferramenta émsena compreensao
patomecanismo da doenca e no desenvolvimento deéggas terapéuticas. Por exemplo, a
formacgao de agregados neuronais intranuclearedfarvada pela primeira vez num modelo
ratinho transgénico da DH ( Davies et al. 1997) e essaottesta levou a identificacdo de

inclusGes similares nos cérebros de pacientes oamcds poliQ.

As vantagens de modelos comoDeosophila e o nematodeC. elegansé que estas
espécies sdo adequadas para os estudos em laaa dsctriagem devido ao custo

relativamente baixo e aos requisitos de tempo niosl€Sillian 2003; Olson 2001).

A tentativa de modelar doencas neurodegenerativeagea da expressao de transgenes em
C. elegangem sido realizada com algum sucesso (Jia & Bethnle 2010). A recapitulacéo
das caracteristicas chaves das doencas humanasl| aglironal neste animal possibilita a

manipulagdo genética, o estudo de vias metabd@ieaslentificacdo de possiveis interatores e
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genes modificadores. Em ultima instancia, perneistar em grande escala potenciais agentes

farmacoldgicos, o que seria impraticavel utilizangdamdelos de mamiferos.

10.Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegangCaeno-recente; rhabditis-redondo; elegans-elepaitum
nematode da familia Rhabditidae que mede cerca udelithetro de comprimento e vive
normalmente no solo. Tornou-se um importante modsdwa o0 estudo da biologia,

especialmente a biologia do desenvolvimento, dastérada de 70 (Woo0d.1988).

E o ser vivo mais utilizado para estudos de bialatp desenvolvimento, genética,
envelhecimento e de ecotoxicologia (Schierenbergvéod 1985). Este animal é de facil
manipulacdo, cresce e € mantido em placas de ¢atrimeio NGM Nematode Growth
Medium) e alimenta-se de varias estirpes de bacEsaherichia coliOP50). OLC. elegans
duram duas a trés semanas, em condi¢ces de craszimermais (~20 °C). Durante o
desenvolvimento pés-embrionario passam por quaisesf larvares (L1-L4) até ao estadio
adulto, dando origem a uma extensa descendéndi@)pdr autofecundacéo (Figura VI). A
espécie possui dois sexos: os hermafroditas e ahavaestes ultimos ocorrem numa

frequéncia bastante inferior (Epstein Henry F. &md C. Shakes 1995).

A linhagem celular € completamente conhecida e-saljue a posi¢cdo e numero de
células permanecem invariaveis entre individuopo#sibilidade de serem guardados vivos
em azoto liquido ou a -80°C confere-lhe mais untdagem importante, comparativamente a

outros animais modelo normalmente utilizados nodatdrio (Epstein and Shakes, 1995).

A sua transparéncia proporciona também grandesgams$, em particular no estudo
dos efeitos toxicos de proteinas poliQ nos neushnima vez que a transparéncia das suas
959 células (das quais 302 séo neuronios) faeildatecdo de proteinas fluoresceiesvo
(Castro, 2011). Para além disso, como esta espé&tieum ciclo de vida curto, torna-se

econdmica e de facil manutencéo.
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Figura VI — Ciclo de vida do nematodeC. elegans. Ciclo de vida completo, desde o ovo até a fasetadul

reprodutiva, em cerca de dois dias e meio a 250empos indicados em azul sdo a duracdo deessdigio

de desenvolvimentcC. eleganspode entrar em etaf@auer, ao entrar nesta fase, a expectativa de @da

elegans é significativamente prolongada de semanas a meB#ggura adaptada de (Wormatlas,

www.wormatlas.org/handbook/fig.s/IntroFIG6.jpg).

O sistema nervoso é o 6rgdo mais complex@ delegangFigura VII). E constituido
por um anel nervoso, um corddo nervoso ventralt® alorsal. O anel nervoso localiza-se na
cabeca, uma regido importante no contacto com oeatebdurante a locomocéao, e contém
praticamente todos os interneurdnios, juntamente @odnios da maior parte dos neuronios
sensoriais. O sistema nervoso, apesar do reduziad@no de neurénios que o compdem, é
responsavel por uma grande variedade de comportaspeiais como: o0 movimento do
animal por propagacdo de ondas sinusoides atravésudcorpo; 0 movimento exploratorio

da sua cabeca quando procura alimento; a respastaraos estimulos. Os corddes nervosos
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ventrais e dorsais estendem-se posteriormentetia g@ranel nervoso e terminam na cauda
(Wo00d.1988).

1,2 mm

Boca Faringe Intesting Owario Ovario
. | p——— <
Anterior )
s =¥ :-l:/. \

Anelnervoso Corddo Nervoso Espermateca Vulva  Cwos e Embrifes no Anus

Figura VIl - Anatomia do nematode. elegans

&
Y

Utern

As caracteristicas do nematode anteriormente mesadsas, bem como o facto do seu
sistema nervoso ter sido totalmente caracterizamoaram-no um modelo excecional no

estudo de doengas neurodegenerativas.

As doencas de poliQ podem ser recriadasCeralegangpor microinjecdo dos genes

humanos contendo o segmento de glutaminas expafCiastro et al 2011).

i. Modelo Transgénico

Foi desenvolvido no nosso laboratorio, por Teix€estro A e colaboradores, um
modelo transgénico para o estudo do perfil de agéme toxicidade da ATXN3 humana em
C. elegansPara tal, a sequéncia da ATXN3 com varios tamsudeoglutaminas foi clonada
em fusdo com a proteina fluorescente amarela (YFmjicroinjetada nas goénadas dos
animais. A expressdo da ATXN3::YFP foi dirigida gpdodas as células neuronais das
elegansrecorrendo ao promotor F25B3.3. O perfil de agtégada ATXN3 humana foi
avaliado pela técnica biofisica Briorescence recovery after photobleach{(RRAP).

Verificou-se que a expressado da ATXN3 contendo agmento de 130Qs (AT3g130) nao
causa a formacdo de agregados em todas as cétlesnais doC. elegans Analise de
neurénios especificos, revelou que o corddo nervestral e o cordao nervoso dorsal (VNC
e DNC) foram muito afetados. Ensaios de motilidadelaram que estes animais apresentam

deficits na locomogao motora. Aqui foi encontradaaucorrelacdo entre a agregacao e a
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disfuncdo dos neurdnios motores. Verificou-se tamlogie certos neurénios sensoriais da
cabeca continham focos de agregados, em contrasteos corpos celulares de certos

neurénios laterais que eram resistentes a agregacd®XN3 mutada (Castro 2011).

Outros trabalhos permitiram demonstrar qu@. @legangode ser uma boa plataforma para a
descoberta de novos compostos bioativos e ideagdim de novos alvos (Voisine et al. 2007).
Com base no estudo do modelo para a patogénesmdamC. elegansfoi sugerido que a
manipulacdo genética e farmacologica de vias qgelam a longevidade e envelhecimento
dos organismos podera conferir protecdo contraapeapnento dos primeiros sintomas de
DMJ, bem como abrandar a rapida progressdo muitzesvassociada a este tipo de doencgas
(Castro et al. 2011).

11 Biblioteca de farmacos

Este modelo transgénico da DMJ gerado por TeiXeastro A e colaboradores pode ser
utilizado para levar a cabo usareeningde compostos terapéuticos em grande escala, em que
a identificacdo de farmacos eficazes pode ser gaigz analisando simultaneamente o efeito
destes na agregacdo proteica em células neurdnaigivo e 0 seu impacto em
comportamentos que dependem da funcédo do sistemasne Com isto em mente, 0 n0SSO
grupo de investigacdo encontra-se a rastrear ubietbca de farmacos, na sua maioria
aprovados pela FDA e fora de patente, avaliandeaacapacidade de prevenir ou atrasar a
formagcdo de agregados de ataxina-3 mutante e smealnente de diminuir a disfuncéo
motora apresentada por estes animais, 0 que $seratfavés de uma analise automatizada de
imagem. Devera assim ser possivel identificar umjurio de compostos eficazes que
poderdo em seguida ser testados em organismosiaapgerincluindo o nosso ratinho

transgénico, para eventualmente depois serem dwal@do ponto de vista clinico.
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12 Compostos identificados

Foram identificados no nosso laboratorio dois costgw com um forte efeito
neuroprotetor contra a expressdo da ATXN3 mutadaifitbu-se que o acido valproico
(VA), reduziu o fendtipo neuroldgico e locomotorsdanimais afetados de forma muito
significativa. Pensa-se que o VA podera ativar torfale transcricio DAF-16 (proteina
envolvida na via de sinalizacdo da insulina quelleeg processo do envelhecimento). Outro
farmaco testado foi o 17-DMAG (inibidor da Hsp9Que ativa de forma indireta a Hsp70
(proteina deneat shock)Neste casopbservou-se igualmente uma melhoria no fenétipo da
agregacédo e uma melhoria na disfuncéo motora apeelsepor estes animais (Castro 2011).

13.Compostos que ativam a Autofagia

Estudos recentes er@aenorhabditis elegansnomeadamente na DH, que como
referido acima, também é causada por uma expamsgoliQs, evidenciaram geneticamente
que O processo autofagico protege contra doencasadas por proteinas agregadas
(Meléndez & B. Levine 2009; Voisine et al. 2007).manipulacdo da autofagia, segundo
varios autores, parece ser benéfica e pode seawe ghara o desenvolvimento de novos

tratamentos para véarias doencas neurodegeneratoras,a DMJ.

S&do varios 0os compostos indutores da autofagidnange em estudo e com efeitos
protetores. Neste trabalho focamo-nos essenciadmeiot estudo de dois compostos
terapéuticos que poderdo ser eficazes na remocagregacao proteica nas células neuronais
in vivo e eficazes no comportamento motor do modelo eralégans de DMJ: CCI-779 e
LiCL.

i. Rapamicina

Sirolimus, também conhecido como rapamicina, € draga imunossupressora usada
para prevenir a rejeicdo em transplantes de orgaespecialmente util em transplantes de
rim, este composto € um indutor quimico da autafagih mTOR (alvo da rapamicina em

mamiferos). O seu anélogo, a usar na nossa inag&tgpor ser menos toxico, é designado

2 mTor - é uma serina / treonina proteina cinaserggala o crescimento e proliferacéo celular (radoi negativo da autofagia)(Beth

Levine & Klionsky 2004). Proteina que nos seres dmws é codificada pelo gene FRAP1.
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por temsirolimus ou CCI-779 (Inibidor de Ciclo Calu- 779), inibe a via mTOR, e teve
efeitos benéficos, reduzindo o niumero de agregddgsroteina ATXN3 e atenuando a sua
toxicidade (S. Sarkar, Krishna, et al. 2008; Sk&aB. Ravikumar, et al. 2008).

Recentemente, foi demonstrado que a rapamicinauatentoxicidade celular de
fragmentos de huntingtin mutante (Berger et al.620@m modelos de Drosophila e em
ratinhos transgénicos (E. F. Blommaart et al. 1995)

i. Cloreto de Litio

O Litio tem sido usado durante décadas para tratamde doencas cronicas,
nomeadamente da perturbacdo bipolar, tem a capacidde passar a barreira

hematoencefalica e possui propriedades anti-apogsdiS. Sarkar, Krishna, et al. 2008).

Recentemente foi demonstrado, que o LiCl é um ordguimico da autofagia
independente da via mTOR inibindo a inositol mostdtase (IMPase) e reduzindo os niveis
de IP3. A Glicogénio sintase cinasg{&SK-33), outra enzima inibida pelo litio, tem efeitos
opostos. Em contraste com a inibicdo da IMPaseiba&géo da GSK-B ativa a via mTOR(S.
Sarkar, Krishna, et al. 2008).

i. Combinacao de LiClI com Rapamicina

A fim de neutralizar os efeitos inibitérios da datpa da ativacdo mTOR, resultante do
tratamento do litio, alguns autores defendem &ag¢i#io da rapamicina (inibidor de mTOR)
em combinacao com litio (Figura VIII). Segundo ekessa combinacdo aumentava autofagia
(Sovan Sarkar & David C Rubinsztein 2008). Portantmsidera-se que o uso de ambos 0s
compostos e a sua combinacdo, a longo prazo pedpréasentar uma possivel estratégia

terapéutica para o tratamento da SCA3.
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Figura VIII- Representagdo esquematica inducdo da autofagia pdiferentes compostos / vias

dos compostos que facilitam a remocédo de huntingénmutante em varios modelos de DHA autofagia é
induzida por tratamento com rapamicina (RAGue inibe a via mTOR. A autofagia também poderstuzida
por farmacos que diminuem os niveis de IP3 naisinklizacdo do fosfoinositol, de forma indepetelela via
mTOR, tal como o litio (LiCI). A glicogénio sintastase-B (GSK-33) é outra enzima inibida pelo litio, mas
com tem efeitos opostos, ja que esta ativa a vi@RTO tratamento combinado com litio e rapamieiinda a
inibicdo do processo autofagico pela GSK-3b e,gnbdot aumenta de forma aditiva a autofagia. Aléssalia
inibicado de GSK-3b pelo litio aumenta a b-cateningg € citoprotetora e pode contribuir para efattisionais
de protecdo. Adaptado de (Sovan Sarkar & David Qifgatein 2008).

Os mecanismos precisos de todos compostos induttaeautofagia ainda nao
totalmente esclarecidos (Sovan Sarkar & David Cifzbein 2008).
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Capitulo Il

Objetivos
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Dado o impacto das doencas neurodegenerativas palaggdo e com o fim de
desenvolver estratégias terapéuticas para estpssgaisa especificamente de compostos que
modulem a disfuncé&o neuroldgica causada pela ATKNBnte na DMJ, esta investigacao
teve como objetivo geral a avaliacdo do efeitofdamacos LiCl e CCI-779, num modelo na

doenca de Machado-Joseph €aenorhabditis elegans
Para tal, os objetivos especificos foram os segstint

1. Verificar a toxicidade e determinar a concentratg&rapéutica mais adequada dos

farmacos LiCl e CCI-779 e dos seus solvente€erlegans wild-type

2. Verificar se os compostos LiCl e CCI-779, isoladateeou em combinacgéo, tém um
efeito no défice locomotor no modelo transgénic®t) emC. elegangAT3g130);

3. Verificar se as mesmas tém um efeito de reducdagdesgacdo da ataxina-3 mutante
emC. elegangAt3q130).
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Capitulo 111

Material & Métodos
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Neste trabalho usamos, pela sua simplicidade egategenético, um pequeno animal
invertebrado, o nematode eleganscom o objetivo de identificar farmacos eficazasp
0 combate contra a patogénese da DMJ, e analisammogtaneamente o seu efeito na
agregacdo da ATXN3 mutante nas células neurana/o e no comportamento motor
dos animais. A estratégia experimental aplicadaarder este trabalho encontra-se
esquematizada na figura IX.

1. Materiais

i. Compostos

A experiéncia foi organizada de forma que a autafégsse induzida através de duas
vias distintas. Para tal, foram utilizados dois postos aprovados pela FDA, o Cloreto de

Litio e 0 Temsirolimus, bem como a conjugacao dbasn

Solugdes Stock:

200mM de Cloreto de Litio (1.05679-0100,Merck) @nemlo em agua,
— 48.5mM de Temsirolimus/CCI-779 (T8040, LC Laborasy preparado em ETOH.

ii. Modelos deC. elegans

— C. elegans N2 Bristdestirpe selvagem)
- AT3g130(modelo da ATX3 mutada com 130 glutaminas);
Genotiporrmls263[p2ses.3:AT3v1-1q130::yfp]
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2. Métodos

Synchronized

N2 (egg stage)

Compound library
96-well format

Measure OD at 595 nm
every day

= 0
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v o0 mM
* 25 mM

T e o
FES—]
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unc
Concentration-response Concentration-response
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Figura IX — Desenho experimental para acreening de compostos potencialmente terapéuticos para a
patogénese da DMJ enC. elegans. O primeiro passo foi determinar a gama de conae@itr segura para
cada composto, utilizando o ensaio de medigdo xta da consumo do alimento (suspensdo de bactérias
OP50).A taxa a qual a fonte de alimento é consumida ponais WT é uma boa indicacao da regularidade
do crescimento, sobrevivéncia e fecundidade. Emidagos animais que expressavam a ATXN3 mutante
cresceram em diferentes concentracdes de cada stimpdetuamos o ensaio para defeitos de locomecéao
para o perfil de agregacédo. Os compostos que tivefaito na diminuicdo da disfuncdo motora e nagéd

da carga de agregacdo em animais AT3q130, sdodeoadds bons candidatos para serem testados em

organismos superiores.
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i. Manutencé&o e crescimento

Conforme a descricao feita por Brenner (Brenne1,93s animais foram mantidos a
20°C, e cresceram em placas NGNe(atode Growth MediynsomE. coli (OP50) como

fonte de alimento. Todos os ensaios foram efetuadosondi¢des de esterilidade.

ii. Técnica de sincronizacdo dos animais

Para o ensaio de drogas recorremos a um protoelixigiacdo dos animais que

possibilitou a sincronizacéo dos ovos (Voisinel e2@07; Garcia et al. 2007):

Resumidamente, os animais foram removidos das pIBN€M (Nematode Growth
Medium) que continham adultos com ovos com aproximadasmemhL de M9 Keio 9.
Posteriormente as populacdes foram sincronizadaséat do tratamento com 20 mL de
solugéo de NaOH 1M por 7 min. A solucao de lixidiagestruiu os animais, mas nao os
ovos que resistem devido a sua forte cuticula.effioginente, os ovos foram lavados e
centrifugados duas vezes durante 2 min a 2000 ymlodidade de aceleracdo de 3,
desacelaracdo de 1) com 20 mL de M9, e por fimdesacomS-medium complete
(com/sem Antibioticos) (Voisine et al. 2007; Garetal. 2007).

iii. Verificacdo da toxicidade dos farmacos em meio ligdo

Os ensaios para excluir os efeitos de toxicidadmricaplicados no€. eleganglo tipo
N2, tendo todos os testes sido realizados a tempeamtbiente (~ 22 © C). Cerca de 20-30
animais sincronizados (ovos), foram suspensos eia hggiido (M9) em placas de 96
pocos de fundo raso com S-medium (com penicilirsireptomicina e nistatina para
minimizar contaminacdes indesejaveid].eoli. Esta suspenséo no final resultou numa OD

(densidade 6tica) de 0.8 (a 595 nm) e os animagceram a 20 ° C a 180 rpm.

Foram testadas varias concentracées de compostiosarte 8 dias a absorvancia foi
medida a OD de 595 nm com um leitor de placas eetreforese Bio-Rad Model 680,
tendo sido elaborada uma curva das absorvanciaandastras em estudo para comparar
com a curva controlo (mesmo nimero de nematodesa ruspensao bacteriana de igual

densidade, mas sem farmaco).
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Para avaliar o aspeto geral dos animais, os mefmma® observados diariamente a
lupa (Olympus (Japdo) SZ x 7). Qualquer tratamego® diminuisse o crescimento dds
elegansbem como a sua sobrevivéncia ou fecundidadescgrsiderado toxico (Voisine et
al. 2007). Assim, continuamos o0 nosso estudo s@meni as concentracdes que

preencheram os critérios de nao-toxicidade.

iv. Ensaios comportamentais: fenétipo motor

O principal objetivo deste ensaio foi verificaragcompostos em estudo tinham efeito
na disfuncdo neuroldgica motora dos animais queesspvam a ATXN3 mutante. Para
isso, 0s ovos foram crescidos em meio liquido cd®@a 20°C a 180 rpm, ao quarto dia

de idade efetuaram-se os ensaios de motilidade.

Para tal, a lupa (Olympus (Japao) SzZx7) foi utidegara os ensaios de motilidade em
placas NGM com OP50, em que se colocaram 5 anismagltaneamente dentro de um
circulo de 1cm, e ap6s 1 min os animais que n&arsaio circulo, foram classificados
como animais com um deficit motor. As experiénémiam repetidas até um valor de n de
pelo menos 150 animais em cada grupo (grupo congolnimais tratados com os

respetivos farmacos) (Gidalevitz et al. 2006).

v. Ensaio do fendtipo de agregacao

Neste passo determinou-se se 0os compostos enpestodulavam a agregacdo da
ATXN3. Os ovos foram crescidos em meio liquido dtegagquatro dias (a 20°C e a 180
rpm), sendo diariamente efetuados 0s ensaios dgagfo.

Para observacdo da agregacéo, os animais foranilimadbs com levamisole 1.5 mM
e montados em laminas de microscopia com uma cafimedde agarose 3%. Apos 1,5h,
as laminas foram observadas ao microscopio conf@ginpus (Alemanha) modelo
FV1000 com laser YFP (515nm) para visualizar a A3y marcada no modelo
transgénico da DMJ enC. elegans. As fotos adquiridas e armazenadas foram
posteriormente analisadas. No sentido de se efetuguantificacdo dos agregados e

potencial alteracdo dos niveis de agregacao aptasmento com os diferentes farmacos,
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utilizou-se uma aplicacdo recentemente desenvol@aosso laboratorio, com base na

plataformaMeVisLab(Castro et al 2011).

vi. Estatistica
A informagéo recolhida foi posteriormente inforraatla e tratada em Excel 2007.

ApoOs a colocacao dos dados recolhidos e inseride®ftware realizou-se a analise
estatistica. Para comparar varios grupos em terdwsfendtipo motor em varias
concentracdes de compostos, usou-se o Ad$f/Apara amostras independentesTest
T de Student Para quantificagdo dos agregados as imagens faaaalisadas
estatisticamente com base @oigin software(OriginLab), usou-se o test®NOVA e o
teste deBonferroni para multiplas comparacdes. O nivel de signifigaadmitido foi de
0,05 p <0,05).
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Capitulo IV

Resultados

45



Identificagcdo de compostos que modulam a patogénese da doenga de Machado-Joseph em C. elegans:

autofagia como alvo terapéutico

4.1 Sreening de compostos terapéuticos para a doenca de Machadioseph

emC. elegans: autofagia como alvo

Neste trabalho, avaliamos o efeito de dois farmauwdistores de autofagia no modelo de
C. elegangda DMJ. Para tal, analisamos simultaneamenteito efes farmacos, (1) cloreto
de litio (LiCl), (2) o andlogo da rapamicina (CC19§ e (3) a combinagdo de ambos, na
agregacdo da ATXN3 mutante nas células neuranars/o, bem como no comportamento

motor dos animais.

Os compostos candidatos além de terem sido tespmlasnossa equipa, demonstraram
préviamente serem eficazes noutros sistemas modelogirias doencas polyQ (David C.
Rubinsztein 2006; King et al. 2008; Voisine et24l07).

4.1.1.Verificacao da toxicidade dos compostos ef. elegans

Determinou-se a faixa de concentracao ndo toéxisacdmpostos candidatos e do solvente

a testar, de modo a escolher as dosagens a usassm model€. elegansia DMJ.

Como descrito anteriormente (ver metodologia natabplll), baseamo-nos num método
sistematico proposto por Voisine e seus colaboesd(voisine et al. 2007), para a sele¢éo
dos potenciais compostos terapéuticos, avaliacasudaoxicidade e determinacdo da dose

ideal.

As vérias concentracdes de Etanol (Fig.X A), del (Fly. X B) e de CCI-779 (Fig. X C)
foram testadas durante 8 dias, através da medigdaxd a qual o alimento (suspenséo de
bactérias OP50) foi consumido. A absorvancia fodicee a um comprimento de onda de
595nm e foi elaborada uma curva das densidadessdatec amostra em estudo, para comparar
com a curva controlo (mesmo numero de nematodesa rauspensdo bacteriana de igual
densidade, mas sem farmaco). O aspeto geral dosianfioi observado diariamente a lupa.
Qualquer tratamento que diminuisse o cresciment® Glo elegans bem como a sua
sobrevivéncia, fecundidade, ou causasse anomadiaeig, era considerado toxico (Voisine
et al. 2007).
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As concentracdes para a verificagdo da toxicidadent avaliadas na estirpe selvagém

elegandN2 (Figura X).
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Figura X - Verificacdo da toxicidade dos farmacosA toxicidade dos compostos foi monitorizada atrad@s
medicdo da taxa a qual o alimento (bactérias digesdP50) foi consumido. A DO (densidade oticaniedida
diariamente a 595 nm (DO595) para cada concentrdg&ianol (A), LiCl (B) e CCI-779 (C). A 20 ° Cpés o
dia 4, a DO dos pogos sem composto (CTRL) dimisiguificativamente. Uma menor taxa de redugdo daéDO

sugestiva de toxicidade.
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Para verificagdo da toxicidade efetudmos as expmag€ em duplicado para cada
composto, tendo obtido resultados similares. Asceotmacdes de seguranca foram
estabelecidas para cada composto: <12,5 mM pai@lp<.10QuM para o CCI-779 & 10%

para o solvente etanol.

Assim, procedemos com 0 nosso estudo somente ntoacentragcdes que

preencheram o critério de nao-toxicidade.

4.1.2.Determinacdo do efeito dos compostos no fenétipo o em C.

elegans

Neste trabalho foi avaliada a eficacia dos composim estudo na diminuicdo da

disfuncéo motora da DMJ e@ elegangFigura XI).

A expressdo da ATXN3 mutante (AT3ql30) em todaséslas neuronais ert.
elegansresulta na formacdo de agregados proteicos emnipeselos tipos de neurdnios,
nomeadamente nas células do corddo ventral e daiggimas das quais sdo neurdénios
motores. Este fenotipo de agregacdo correlacionzese 0 aparecimento de defeitos na
locomocéo destes animais, sugerindo que a ataximatd@nte causa toxicidade (Teixeira-
Castro et al 2011).

Os animais AT3q130 foram cultivados em meio liquidon ou sem farmacos durante
quatro dias, e foram testados para o fenétipo cdeocéo, através de ensaios de motilidade.
O tratamento com LiCl resultou na melhoria pard@mfenotipo motor destes mutantes (figura
XI A), nas concentracbes 5 e 7,5 mM, cuja percamagle melhoria foi de 42% e 30%
respetivamente (figura XID). No tratamento com ol-CZ9 (figura XIB) obtivemos efeito

apenas a 1pM com uma melhoria de 44% (figuraXID).

Em seguida, avaliamos o potencial dos efeitos dabowmcdo de ambos os farmacos na
disfuncéo motora, apenas se verificou um efeit@sapna combinacédo de 5mM LiCl + 1uM
CCI-779, poréem nao foi estatisticamente signifigati(figura XIC e XID),sugerindo a

auséncia de sinergia na agao destes compostos
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Figura Xl - Animais AT3q130 tratados com os composts indutores da via da autofagia apresentam
melhoria parcial do defeito na locomogcaoNos animais tratados com 5 e 7,5 mM de LiCl houv& ueducéo
significativa do comprometimento da motilidade dosmais AT3g130 (A). Com CCI-779 a 1 uM também
observamos uma reducéo significativa no defeitoruator (B). No entanto, com a combinacdo de amisos o
farmacos, que potencialmente poderiam ativar agi@fatravés de alvos celulares distintos, verifiseuo
aumento do efeito destes, mas néo de forma aditivginergética (C e D). Os dados sdo a média +petb

menos 150 animais por ponto de dadeste t Student, § < 0,05.
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4.1.3.Determinacéo o efeito dos compostos no fenétipo dgregacao ent.

elegans

Com o objetivo de determinar se os efeitos dos ostog na disfuncdo motora dos
animais AT3q130 seriam acompanhados por potenaitesacdes no perfil de agregacéo
destes animais, realizdamos ensaios de microscopifnaal em animais ao 4° dia de vida

(Jovem adulto) tratados com o0 composto ou excipient

4.1.3.1. Tratamento com Cloreto de Litio

Os ovos cresceram em meio liquido durante quaas @idiariamente efetuamos os
ensaios de agregacdo em imagem confocal dos animadé#&los e ndo tratados com o
composto LiCl (Figura Xll).Para verificacdo do efeito do fendtipo de agregag@a o
tratamento com LIiCl, efetuamos as experiéncias rgticado para cada composto, tendo
obtido resultados similares. Visualmente parece hi@vido uma diminuicdo (setas) no
fendtipo de agregacdo com do tratamento farmaamagpm 5mM; 7,5mM de LICL (Nota:
As figuras XIIA, XIIB e XIIC identificam os 3 ensas).
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XIIA

AT3q130 ctrl AT3q130 5mM Licl AT3q130 7,5mM Licl AT3q130 10mM Licl
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XIIB (Cont.)

AT3q130 ctrl AT3q130 5mM LicCl AT3q130 7,5mM LiCl AT3q130 10mM LiCl

p
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XIIC (Cont.)

AT3q130 ctrl AT3q130 5mM LicCl AT3q130 7,5mM LicCl AT3q130 10mM LiCl

AT3q130 ctri AT3q130 5mM LicCl AT3q130 7,5mM LicCl AT2q130 10mM LiCl

AT3q13D cirl AT3q130 7,5mM Licl AT3q130 10mM Licl

AT3q130 cirl AT3q130 5mM Licl AT3q130 7,5mM LiCl AT3q130 10mM LiCl

Figura XIlI - Animais AT3q130 tratados com LiCl, evidenciam uma reducdo do fendtipo de agregacéo
Resultados do tratamento farmacolégico e 10mM @& dos animais AT3g130 durante 4 dias em animaisldi
a 4. Para observacdo da agregacdo, os animais famafisados ao microscopio confocal com laser YFP
(515nm) para visualizar a AT3q130 marcada. As fguiXIIA, XIIB e XIIC identificam os 3 ensaios.
Visualmente parece ter havido uma diminuicdo natfpo de agregacao principalmente nas concentragiias

5mM; 7,5mM de LiCL.

As fotos adquiridas foram armazenadas no sentidsedefetuar posteriormente a

quantificacao dos agregados.
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4.1.1.1. Tratamento com CCI-779

Os ovos cresceram em meio liquido durante quate di efetuamos o ensaio de
agregacdo em imagem confocal do dia 4 dos animsglbs e ndo tratados com o composto
CCI-779 (Figura XIII).

AT3q130 ctrl

AT3q130 1pM €CI-779

Figura XIlI - Animais AT3q130 tratados com CCI-779 para fenétipo d agregagioO tratamento farmacolégico com
1uM de CCI-779 dos animais AT3g130 durante 4 diamsaio de agregacédo foi efetuado no dia 4, nosasind/adultos
jovens. Para observacdo da agregacdo, os animaim faistos ao microscopio confocal com laser YFP5(Bn) para
visualizar a AT3g130 marcada. As fotos adquiridasneazenadas foram posteriormente analisadas tidsde se efetuar a

guantificacdo dos agregados observou-se uma digdiouio fenétipo de agregagéo.
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4.1.4.Quantificacdo do efeito dos compostos no fenétip@adgregacao

A quantificacdo dos agregados nos animais tratados 5mM de LiCl e 1uM de CCI-779
revelou que ambos 0s compostos causaram uma relige@ia no nimero de agregados por area de

animal (Figura XIV), sendo mais marcado o efeitapaLiCl a 5mM.
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Figura XIV- Tratamento farmacoldgico dos animais daATXN3 mutante com LiCl, CCI-779

Quantificagdo do numero de agregados por areazadaliutilizando um aplicativo de processamentonsggém para
quantificacdo de agregados €helegangCastro et al,20119s valores sdo a média + DP de 6 ou mais animaigrppo.
ANOVA, * p < 0,05. Verifica-se uma reducdo significativa do efmnde agregados por unidade de area. Nos animais
AT3q130 tratados com 5mM de LiCl verificou-se umdugiio no fenétipo de agregacgédo no dia 4 (idadaaaphvem), mais
significativa do que o efeito com o tratamento dMXe CCI-779.
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Capitulo V

Discussao dos Resultados
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As doencas neurodegenerativas tais como a DA, PR HDA, doencas prionicas e as
doencas de poliglutaminas estdo associadas acéksrale conformacdo de certas proteinas,
com consequente formacdo de agregados, formacéorpes de inclusdo e perda de células

neuronais (Christopher A Ross & Poirier 2004).

Sabe-se até ao momento que a agregacdo da ATXAl&dssiciada com a disfuncéo
motora, nomeadamente: descoordenacédo dos memipersoses e inferiores, dificuldades de
articulacdo verbal e oftalmoplegia externa progvesskste fenotipo € observado em
humanos e parcialmente refletido nos varios modatomais desta doenca de poliQ ( L.
Lima & P Coutinho 1980; Costa MC et al, 2012).

Neste trabalho, usdmos o nemat@leslegansparavalidar farmacos eficazes para o
combate contra a DMJ, e analisando simultaneanmesta efeito na agregacdo da ATXN3
mutante nas células neuronaisvivo e 0 seu impacto no comportamento motor dos animais

(ver métodos- figura IX).

Os métodos empregues tiraram proveito dos pontdssfalo C. eleganspara a
identificacdo de compostos, nomeadamente: (i) mantutro modelo animal apresenta, como
este nematode, um numero de neuronios tao eleedamtovamente ao numero total das suas
células (959 células, das quais 302 sao neurérvogle representa um aspeto importante
quando se pretende estudar uma doenca neuroldigicsste pequeno invertebrado pode ser
cultivado em meio liquido, o que reduz significatirente a quantidade de composto
necessario; (iii) € um animal transparente pelo daelita a detecdo de proteinas
fluorescentesin vivo; (iv) foi previamente validado, tendo sido possiigntificar um
conjunto de compostos eficazes contra a patogétedeMJ neste modelo (Castro et al,
2011). Os farmacos eficazes no modeloCdeslegangpoderdo em seguida ser testados em
organismos superiores, incluindo ratinhos transgéni para eventualmente depois serem

avaliados do ponto de vista clinico.

Este nosso modelo seréa usado tipicamente nas aétégais da investigacdo, para dar
respostas rapidas a problemas como a descobeftengio do gené vivo, ou na pesquisa
médica pioneira para identificar novos alvos ten#ipés, como € 0 caso deste no nosso
trabalho. Alguns sintomas da DMJ, como, por exenagldimitacdes do movimento ocular,
que sdo muito importantes na diferenciacdo climiaaDMJ, sdo obviamente de dificil
identificacdo no modelo e@. elegangCastro 2011). Dai a necessidade de serem testados

posteriormente em organismos superiores para ealergnte serem avaliados na clinica.
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5.1 - Via da autofagia como estratégia terapéutigaara DMJ

Tal como referido na Introducéo, os potenciaisatregntos para as doencas de poliQ
incluem o uso de substancias que promovem a degradia proteina mutada, impedindo e
deste modo a sua acumulacdo, bem como a modulacégpdessdo do ATXN3 mutada e
mesmo wild-type através do uso de RNA de interfl@eénUm estudo recente em ratos
mostrou que a sobre-expressao da ATXN3 wild-tymepratege contra a patologia MJD e da

mesma forma, o seu silenciamento ndo agravou ogatdAlves et al. 2010).

Sabemos que a expansao de poliQ altera a confoonragp@nal das proteinas, que
resulta na capacidade anomala destas proteinassgeiaaem, formando espécies de maior
peso molecular (oligdbmeros) que, finalmente dageon a agregados proteicos ou inclusdes
gue se acumulam de forma estavel na célula, e @ueesonheciveis eimunohistoquimica
por anticorpos contra a proteina especifica (Cugf@y). E ainda controverso no entanto se
os efeitos das inclusbes medeiam a disfuncdo naluoense, pelo contrario, estas tém um
efeito protetor. Num estudo em modelos celulare®Ha foi demostrado, através de uma
andlise de sobrevivéncia, que 0s neurdnios expastbantingtina mutante morreriam de
forma independente do tempo, mas dependente dalddretingtina e expansao do tamanho
da poliglutaminica; curiosamente, muitos neurOmusreriam sem formar um corpo de
inclusdo. Mais surpreendentemente ainda, a formdgdcorpo de inclusdo melhorava a
probabilidade de sobrevivéncia e levava a dimirwidas niveis de huntingtina mutante

intranucleares dos neurénios (Arrasate et al. 2004)

Apesar do papel destas “formas” finais de agregagioduvidoso, a formacdo de
espécies agregadas de menor dimensao parece &feitomnocivo para as células, ndo sendo
claro porque mecanismos. Os compostos candidataspta investigacao tiveram como alvo
uma das vias da degradacao proteica, baseandoiseiaade que a ativacdo da autofagia
promete ser uma estratégia poderosa para a DMIV&@607), permitindo a remocao de

agregados nao eliminaveis por outras vias, conm@ateassoma.

Testamos dois compostos que poderdo proteger camedogénese da ATXN3 mutada.
Os compostos avaliados foram o LiCl que é um indgidmico da autofagia, através de uma

via independente do mTOR, e o CCI-779 que é umtandda autofagia por uma via

dependente do mTOR.
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A solugdo stock de LiCl foi de 200mM, preparado égua, enquanto o CCI-779 foi
preparado em etanol (EtOH) com solucdo stock denf¥, sendo que o CCI-779 € menos
soluvel em agua, havendo a necessidade de o disspiimeiro em EtOH. Surgiu a
necessidade de estudar o efeito do solvente esw ti@balho demonstrou que ©selegans
s6 exibem alteracdes sugestivas de toxicidadeta gas 100mM de EtOH (A. G. Davies et
al. 2003; Mclintire 2010) pelo que as concentragiiieetanol usadas néo terdo afetado deste

modo a nossa investigagao.

Estudos reportam que o tratamento com rapamicidazie os niveis de huntingtina
solivel mutante e atenuou a toxicidade nas célealas,modelos transgénicos da DH em
Drosophi e em rato (Brinda Ravikumar et al. 2002; David RTibinsztein 2006). Foi
também demonstrado que o analogo da rapamicina7CZ€teduziu o numero de agregados
num modelo de ratdransgénico que expressava a huntintina mutantedquasta foi
administrada 6 semanas antes do aparecimentordos seuroldgicos (Brinda Ravikumar et
al. 2004). Segundo Menzies e colaboradores, gemeslvedos na autofagia foram
identificados como supressores de agregacao mepaadeagmentos de ATXN3 mutada em
C.eleganse o tratamento com CCI-779 reverteu o fenotipoddscoordenacdo motora de
murganhos transgénicos para a DMJ (Menzies et0dl0)2 Nos nossos animais AT3q130,
com o tratamento de 1uM de CCI-779 também houvereth#do do defeito de motilidade e
da agregacao da ATXNS3.

A propriedade de inducdo da autofagia pelo do lfdClrecentemente sugerida como
contribuicdo para o seu efeito neuroprotetor enosrato modelo da esclerose lateral
amiotréfica, em que o tratamento com o farmaco atmoea sobrevivéncia e retardou a
progressao da doenca (Fornai et al. 2008). Nundesin modelo detinhoda SCA1 o LiCl

melhorou a funcao neuroldgica e a arboizacao decad(Watase et al., 2007).

Quando tratados com LiCL a 5mM e a 7,5 mM, os amsmd3q130, manifestaram uma
reducdo do fendtipo motor e uma reducdo do fend@gagregacdo da ATXN3 a 5mM de
LiCl. Observamos uma diminui¢cdo da disfuncdo motrde agregacédo apresentada pelos
animais AT3q130 ae 1uM de CCI-779 .

Estes resultados sdo de grande relevo, porqueamdgue o fendtipo desta doenca foi
retardado ou mesmo revertido nestes animais. Poaéepmbinacdo dos dois farmacos
mostrou-se menos eficaz do que a soma de cada les) ideladamente. Este resultado do

co-tratamento foi surpreendente, ja que algunsesiiefendiam que, a fim de neutralizar os
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efeitos inibitérios da autofagia por ativacdo mTO8sultantes do tratamento do litio, se
deveria utilizar rapamicina (inibidor de mTOR) eombinacdo com litio. Essa combinacédo
aumentaria sinergisticamete a autofagia (SovanaBagk David C Rubinsztein 2008),

hipotese apenas parcialmente confirmada pelos saksios, ja que se observou um efeito
aumentado, mas menos eficiente do que a soma eitssafbtidos com o tratamento com 0s
compostos isolados. Os resultados sugerem umaaedcéo-sinergistica no fendtipo de
agregacado nos animais AT3g130 apos o tratament@aémogico com 5mM de LiCl e com

1uM de CCI-779 (estatisticamente ndo significativo)

Relativamente a quantificacdo dos agregados desasitratados com 5mM de LiCl e
1uM de CCI-779 verificou-se que ambos os compostasaram uma reducdo ligeira no
namero de agregados por area de animal sendo naatado o efeito para o LiCl a 5mM.
Isto sugere que a nivel celular que, 0 mau furei@nto de sistemas de vigilancia celulares,
leva inevitavelmente a toxicidade celular e & daerf€ intuitivo pensar que essas vias
celulares de vigilancia modulam a maioria das dagngue dependem de proteinas de
agregacado. Por conseguinte, tendo como alvo ormstele autofagia, esta pode ser uma
estratégia 0til para o tratamento de muitos digd8&rbeurodegenerativgseixera-Castro et al
2011) .

Com o objetivo terapéutico em mente, constatdmas @gl compostos ativadores do
processo autofagico, LiCl e a Temsirolimus (CCIJ7T®m capacidade de prevenir ou atrasar
a formacdo de agregados de ATXN3 e simultaneamamtdiminuir a disfuncdo motora
apresentada por estes animais. Sera util confiestas observacdes em modelos da DMJ em

rato ouratinho, de modo a verificar a sua utilidade clinica.

Para além de confirmar o efeito terapéutico dedtds compostos, fomos capazes de
validar o nosso modelo de. elegansda DMJ como uma ferramenta Gtil para ser usado em
testes de alto rendimento de pequenas moléculapéigticas, de modo a identificar

compostos promissores para o tratamento da DMJ.
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Capitulo VI

Conclusédo & Perspetivas Futuras
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Atualmente, ndo existe ainda qualquer tratamemtazfou cura para a DMJ. E a falta
de estratégias terapéuticas que previnam eficaementeurodegenerescencia que ocorre
nestes doentes, levou-nos a procurar compostosnpekilem a disfuncdo neurologica
causada pela ATXN3 mutante. A presenca da ATXN3edja tem varias consequéncias
patofisiolégicas para 0s neurdnios. Assim, uma ipeksestratégia para lidar com estas
proteinas mutantes seria potenciar a sua degrag@¢dutofagia, hipotese aqui testada. Os
nossos resultados sugerem que a ativacdo da datafargh uma estratégia terapéutica
poderosa para a DMJ.

As principais conclusdes deste trabalho séo:

v' VerificAmos que os compostos a 5mM e a 7,5mM dé &iCuM CCI-779, tém um
efeito positivo no deficit locomotor no modelo tsgénico da DMJ ent. elegans
(AT3g130); porém com a combinacdo de ambos os faysnado houve melhoria
significativa do efeito comparativamente aos cortgssoladamente.

v" Verificdamos que 5mM de LiCl e 1uM CCI-779 tém ureitf positivo na diminuicdo
da agregacéao da ataxina-3 mutanteGeralegangAT3q130);

v Validamos o uso do LiCl e do CCI-779 como estratdégiapéutica para a DMJ &n
elegansestes ativadores de autofagia, sdo bons candigdata teste em modelos da
DMJ em organismos superiores;

v' Validamos adicionalmente a utilizacdo do modelo GleelegansAT3q130, que
estabelecemos como uma ferramenta util para afidegéio de potenciais compostos

terapéuticos para a DMJ.

Perspetivas Futuras

Esta investigacdo ef. elegangodera contribuir para uma melhor compreensao dos
mecanismos da patogénese da DMJ, uma vez que @s t@kapéuticos poderdo fornecer

pistas sobre os mecanismos celulares relevanteonesso da doenca.

Dado que estes compostos tiveram um impacto positoy perfil de agregacéo, e
como a autofagia é uma via de degradacdo proteicadita-se que houve uma diminui¢ao
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nos niveis de proteina mutada €@nelegans Seria importante confirmar esta hipotese por

Western-blot.

Para verificar se realmente a autofagia foi ativpdils farmacos e doses testadas
nesta investigacéao, seria Util confirmar por RaatelrPCR a expresséo dos genes envolvidas
na autofagia, e confirmar por Western-blot a a#idel autofagica, existem marcadores como
por ex: LC3 e beclina, que deveriam estar aumentadmodificados pds traducionalmente,
ambos estdo envolvidos em passos diferentes do #lutofagico(Huang et al, 2000; Kabeya
et al, 2000; Kirisako et al, 1999;Meléndez et aN3J).

O futuro da DMJ passara necessariamente por umr nesidarecimento da sua
etiopatogenia, melhor elucidagdo do verdadeiro IpdpeATXN3 e desenvolvimento de
tratamentos que possam impedir ou modular a ewnldeddoenca. Finalmente, a estratégia
montada pelo nosso grupo de investigacao relatintareo rastreamento de uma biblioteca
de farmacos aprovados pela FDA abre caminho nahliescima terapia mais adequada para

esta doenca.
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Anexos

Defeito de Motilidade

Média Dos Desvio Padrao Ttest %Melhoria
ensaios

AT3q130 Ctrl 41% 0,110805134
5mM LiCl + 1uM CCI-779 21% 0,11805792 0,053122 49%
7.5mM LiCl + 1uM CCI-779 24% 0,068960536  0,039025 42%
5mM Licl 24% 0,074239543  0,050719 42%
7,5mM Licl 29% 0,094682344 0,111415 30%
1uM CCI-779 23% 0,037586718  0,015369 44%

Anexo 1- Efeito dos compostos testados no fenétipo locomat dia 4. Valores de defeito de motilidade
(percentagem de animais que ficam num interiorumdecirculo de 1 cm ao fim de 5 min de observagéo),

n=50 para cada réplica

Percentagem da média
de agregados/area

Stdev

Ttest

AT3q130 ctrl 0,186053803
LiCl 5mM 0,117757874
LiCl 7.5mM 0,162438238
CCI-779 1uM 0,151291821

0,034487751
0,022905395
0,027585489

0,001354795
0,079013278
0,030881971

Anexo 2- Quantificagdo dos agregados de ataxina-3 (n=®aia animais por cada réplica)



