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RESUMO

Estudos genéticos recentes apontaram uma mutacdo no gene C9ORF72 como a
causa genética mais comum para Esclerose lateral amiotrofica (ELA) e Deméncia
Frontotemporal (FTD), porém, sua contribuicdo para o surgimento dessas desordens
neurodegenerativas permanece incerta e € dificultada pela falta de compreensao completa
de sua funcdo. Assim, desvendar as funcGes de COORF72 e as vias bioquimicas das quais
participa é um passo fundamental para compreender completamente 0s mecanismos
patogénicos associados a COELA/FTD. Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo
avaliar aspectos da distribuicdo celular e expressdo de C9ORF72, sua interacdo com
proteinas Rabs e sua contribui¢do para a via autofagica e para a manutencdo da homeostase
do reticulo endoplasmético (RE) em modelos celulares de ELA, como células primérias de
camundongos SOD1G93A e da linhagem Neuro-2a. Os ensaios experimentais revelaram
uma localizacéo celular ampla para a isoforma longa de C9ORF72, presente no interior do
nucleo, membrana nuclear, citoplasma, vesiculas e membrana plasmatica. A analise da
expressdo de proteinas envolvidas na autofagia mostrou que a presenca de SOD1 mutante
provoca disfuncdo autofagica, com reducdo nos niveis de Rabl, P62 e Beclina-1, e leva a
translocacdo nuclear da isoforma longa de COORF72. Curiosamente a translocacéo de C9-
L ndo interfere na sua interacdo citoplasmatica com as proteinas Rab estudadas. De
maneira semelhante, o silenciamento de C9ORF72 por lipofeccdo de SiRNA levou a
prejuizo da autofagia com acumulo de autofagossomos e reducdo de Rabl, uma proteina
indispensavel para o trafego RE-Golgi e formacdo de vesiculas autofagicas, o que
desencadeou remodelamento do reticulo endoplasmatico e alteracBes no transporte entre
RE e Golgi, evidenciado pela reducdo de ATF6a clivada. Em conjunto, esses resultados
sugerem que C9ORF72 atua na regulacdo da via autofidgica e na manutencdo da
homeostase do RE, além de fornecerem indicios de um possivel papel nuclear para a

isoforma longa de COORF72, independente de sua funcéo citoplasmatica.

Palavras-chave: 1. COORF72; 2. Proteinas Rab; 3. Autofagia; 4. Homeostase do RE; 5.
Neurodegeneracao.
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ABSTRACT

Recent genetic studies have pointed to a mutation in the C9ORF72 gene as the most
common genetic cause for Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) and Frontotemporal
dementia (FTD), however, its contribution to the emergence of these neurodegenerative
disorders remains uncertain and is hampered by a lack of complete understanding of its
function. Thus, unraveling the functions of C9ORF72 and the biochemical pathways in
which it participates is a pivotal step towards the fully knowledge of the pathogenic
mechanisms associated with COALS/FTD. In view of this, the present study aimed to
evaluate aspects of the cellular distribution and expression of COORF72, its interaction
with Rabs proteins and its contribution to the autophagic pathway and to the maintenance
of endoplasmic reticulum (ER) homeostasis in ALS cell models, such as primary neurons
from SOD1G93A mice and Neuro-2a cell line. Experimental data revealed a wide cell
location for the long C9ORF72 isoform, present inside the nucleus, nuclear membrane,
cytoplasm, vesicles and plasma membrane. Analysis of the expression of proteins involved
in autophagy showed that the presence of mutant SOD1 causes autophagic dysfunction,
with a reduction in the levels of Rabl, P62 and Beclin-1, and leads to nuclear translocation
of the long C9ORF72 isoform. Interestingly, C9-L translocation does not interfere with its
cytoplasmic interaction with the studied Rab proteins. Similarly, silencing CO9ORF72 by
siRNA lipofection led to defective autophagy with accumulation of autophagosomes and
reduction of Rabl, involved in ER-Golgi traffic, which triggered remodeling of the
endoplasmic reticulum and impairment of transport between RE and Golgi, evidenced by
the reduction of cleaved ATF6a. Together, these results suggest that COORF72 acts in the
regulation of the autophagic pathway and in the maintenance of ER homeostasis, in
addition to its possible nuclear role for the long isoform of CO9ORF72, regardless of its

cytoplasmic function.

Keywords: 1. C9ORF72; 2. Rab proteins; 3. Autophagy; 4. ER homeostasis; 5.

Neurodegeneration.
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1. INTRODUCAO
1.1. Envelhecimento, neurodegeneracéo e proteostase

Estudos recentes apontam que o numero de idosos teve crescimento global
significativo nos Gltimos anos e a tendéncia é crescer cada vez mais. Em 2017 a popula¢édo
idosa no Brasil j& ultrapassava os 30 milhdes, segundo dados da PNAD (Pesquisa Nacional
por Amostra de Domicilios — Continua). Uma projecao divulgada em 2018 pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e estatistica (IBGE) aponta que até 2060, 1 em cada 4 brasileiros

tera mais de 65 anos (https://agenciadenoticias.ibge.gov.br).

O envelhecimento € um processo fisiologico natural caracterizado pelo declinio das
funcBes organicas em todo o organismo. O declinio cognitivo, a perda de massa encefalica
e alteracBes bioquimicas entdo entre as mudancgas caracteristicas do envelhecimento
fisiologico saudével e afetam diretamente o funcionamento do sistema nervoso central
(SNC) (BAKER & PETERSEN, 2018). Disfun¢des mitocondriais, aumento de estresse
oxidativo e acumulo de proteinas mal enoveladas associado a déficits autofagicos sao
alteragBes bioquimicas patentes no processo de senescéncia celular. Esse acimulo de danos
celulares ao longo do tempo, torna o envelhecimento o principal fator de risco para o
aparecimento de doencas neurodegenerativas (BISHOP et al., 2010; LOPEZ-OTIN et al.,
2013).

O termo genérico “doencas neurodegenerativas” se refere a uma gama de
patologias que afetam o funcionamento do sistema nervoso pela destruicdo progressiva e
irreversivel das células neuronais. A doenca de Alzheimer (AD), doenca de Parkinson
(PD), Esclerose Lateral amiotrofica (ELA) e doenca de Huntington (HD) sdo algumas das
desordens neurodegenerativas mais conhecidas e todas possuem uma caracteristica
patoldgica comum: desregulacdo da homeostase proteica, também chamada de proteostase
(POWERS et al., 2009). Proteostase constitui um conceito amplo que engloba todos os
processos referentes ao gerenciamento da meia vida das proteinas: desde a regulacdo da
transcricdo até a degradacdo (DOUGLAS & DILLIN, 2010). Esse mecanismo modula as
funcgdes celulares para adaptacéo da célula a diversas situac@es, impedindo por exemplo o
declinio das fungdes celulares que culminam com o aparecimento de doencas (BALCH et
al., 2008).



As proteinas sdo o produto final da expressdo de alguns genes e desempenham um
papel fundamental no metabolismo e fisiologia celular. A funcionalidade dessas moléculas
depende da eficiéncia dos processos de sintese, dobramento - para formacao de estruturas
tridimensionais funcionais - e distribuicdo celular. Para fiscalizar cada uma dessas etapas
de producdo, as células contam com um sistema de controle de qualidade proteico (Protein
quality control- PQC), formado por um conjunto de vias moleculares capazes de detectar
proteinas alteradas, coordenar mecanismos de reparo e encaminhar proteinas para

reciclagem através dos sistemas de degradacao celular (KOGA et al., 2011).

Os sistemas de chaperonas moleculares, ubiquitina/proteossoma e
autofagia/lisossomo sdo as principais vias intracelulares para controle de qualidade das
proteinas. Esse controle é exercido durante toda a vida Gtil de uma proteina e é
indispensavel para manutencéo da proteostase e homeostase celular (KOGA et al., 2011).
Infelizmente o controle proteostatico declina com a idade e o resultado é a formacdo de
proteinas mal dobradas, oligbmeros e agregados proteicos insollveis, caracteristicos de
numerosas doencas neurodegenerativas (BALCH et al., 2008; DOUGLAS & DILLIN,
2010).

Na doenca de Alzheimer (DA), por exemplo, defeitos no processamento da proteina
precursora amiloide (APP) resultam no acimulo e agregacéo do peptideo B-amiloide (AP),
enquanto a hiperfosforilacdo da proteina tau, associada a microtubulos, resulta na formacgéo
de agregados que compdem os chamados emaranhados neurofibrilares (CREWS &
MASLIAH, 2010). Ja na esclerose lateral amiotréfica (ELA), tanto nos casos esporadicos,
que sdo a maioria (90%), quanto nos casos familiares, existem mutacGes em genes bem
conhecidos, como o SOD1, VAPB, TDP-43, FUS, ALSin, dentre muitos outros
(http://alsod.iop.kcl.ac.uk/), as quais estdo associadas a presenca de agregados proteicos
intracelulares (ROSS & POIRIER, 2005).

Diante da indiscutivel relevancia do proteoma no funcionamento de sistemas
bioldgicos e seu papel na patologia de doencas neurodegenerativas, cada avancgo no estudo
de proteinas, cujas fungdes ainda sdo pouco conhecidas, é fundamental para a compreensédo
de novas vias moleculares, etiologia de doencas associadas, descoberta de novos
biomarcadores e possiveis alvos terapéuticos para diversas proteinopatias, incluindo as

doengas neurodegenerativas.



Os sistemas proteoliticos ubiquitina/proteossomo e autofagia/lisossomo, que fazem
parte das vias de controle de qualidade proteico, tem sua atividade reduzida com o
envelhecimento, contribuindo ativamente para a perturbacdo da homeostase celular através
do acimulo de proteinas mal dobradas em diferentes compartimentos celulares, entre os
quais o reticulo endoplasmético (ER) (RUBINSZTEIN et al., 2011; TOMARU et al.,
2012; XIE et al., 2015). No tdpico a seguir serdo abordados os aspectos moleculares
implicados na autofagia e as consequéncias de disfuncdes autofagicas para a homeostase

do reticulo endoplasmatico.
1.2 Autofagia e homeostase do reticulo endoplasmatico

A autofagia € um mecanismo de controle de qualidade citoplasmatico vital para a
homeostase celular, através do qual componentes intracelulares danificados séo
encaminhados aos lisossomos para degradacdo e suas moléculas recicladas para atender a
demanda bioenergética da célula. A autofagia pode ser dividida em trés tipos:
macroautofagia, autofagia mediada por chaperonas e microautofagia (RUBINSZTEIN et
al., 2011).

A macroautofagia €, sem davida, a mais estudada rota de degradacdo
intracitoplasmatica, comumente denominada pelo termo generalista “autofagia”. Esse
processo de “auto-alimentacdo” e reciclagem pode ser subdividido em quatro etapas: (1)
nucleacdo, com o recrutamente de membrana para formacdo do fago6foro, (2) alogamento
da membrana do fagdforo e recrutamento de cargas para degradacdo, (3) formacdo do

autofagossomo e (4) fusdo com lisossomos e degradacdo (RUBINSZTEIN et al., 2015).

DisfuncBes autofagicas podem levar ao aparecimento de doencas
neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer, Huntington, Parkinson e deméncia lobar
frontotemporal (FRIEDMAN et al., 2012; KOMATSU et al., 2006). As evidéncias sdo que
0 acumulo de autofagossomos em encéfalos em degeneragédo esta associado a progressao
de doencas neuroldgicas, no entanto a relacdo exata da funcdo autofagica da célula e o

aparecimento e/ou manutencdo do estado neurodegenerativo precisa ser melhor estudada.

A sinalizacdo inicial da macroautofagia envolve os complexos Ulk1 e Beclina que
geram as vesiculas com dupla camada lipidica (TANIDA, 2011). A Beclina-1 é ort6loga da
Atg6 de leveduras e € a principal constituinte de uma série de complexos proteicos com

papel na autofagia, entre eles o complexo Atgl4L - Vps34 - p150 - Beclinal, também



chamado de complexo PI3K I, que é essencial para a formacdo dos autofagossomos e €
recrutado para a membrana do fagéforo em formagéo, sendo necessario para inducdo da
autofagia (SIMONSEN & TOOZE, 2009). Além disso, Beclina-1 tem papel central na
programacdo da sobrevivéncia celular, sendo que sua disfuncdo pode implicar em
neurodegeneracdo (KANG et al., 2011).

A proteina P62 é um receptor de autofagia que se liga a ubiquitina presente nos
substratos a serem degradados e posteriormente se liga a LC3-11 na membrana do fagéforo
nascente, resultando na entrega da carga para a degradacgéo, sendo ela mesma degradada na
etapa final desse processo (PANKIV et al., 2007). P62 também participa da autofagocitose
mediada por chaperonas, em que reconhece as cargas a serem degradadas e as direciona

aos lisossomos.

A proteina LC3, da familia das Atg8, foi originalmente identificada como sendo
uma proteina associada a microtdbulos, e também se associa de forma estavel 8 membrana
do autofagossomo. LC3-I € citosolica e a LC3-1l € associada a membrana autofagica. A
deteccdo da LC3-1 e LC3-11 marca sensivelmente a distin¢do e estudo do autofagossomo e

autofagolisossomo, sendo util para monitorar o estado de autofagocitose (RAMI, 2009).

O sucesso da autofagia esta intimamente relacionado as proteinas de trafego
intracelular, dentre elas estdo as proteinas histona deacetilase 6 (HDAC6), COORF72 e
Rabs. As proteinas Rab sdo GTPases monomeéricas responsaveis pela formacdo de
vesiculas, mobilidade entre os compartimentos celulares, ancoramento e transporte de
organelas (ZHEN & STENMARK, 2015). Disfuncdo dessas proteinas causa grande
prejuizo celular, como por exemplo, acimulo de proteinas no reticulo endoplasmaético, bem
como falhas nas vias de degradagdo (SCHEPER et al., 2007). A figura 1 apresenta um

resumo do processo autofagico e algumas das principais proteinas envolvidas.

O reticulo endoplasmatico (ER) é uma organela citoplasmatica que desempenha um
importante papel na sintese, dobramento e transporte de proteinas, além do armazenamento
e sinalizagdo de calcio, e, portanto, na homeostase celular e controle de qualidade proteico.
Alteracfes em mecanismo da autofagia decorrentes do envelhecimento, perturbacdes da
homeostase de calcio, ou mesmo disfun¢des em moléculas criticas para o funcionamento
do ER podem levar ao acumulo de proteinas mal enoveladas no Iimem dessa organela,

causando estresse e mudangas nas vias de sinalizagao celular (BRAVO et al., 2013).
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Figura 1. Os estdgios da autofagia. (A) Resumo do processo autofagico. LC3-11 e Rab-9 sdo marcadores de
autofagia dependente e independente de Atg5 / Atg7, respectivamente. (B). Para iniciacdo da autofagia é
necessaria a ativacdo dos complexos ULK1 e ULK2, que habitualmente sdo inibidos pelo mTOR. (C) O
complexo Beclina-1 juntamente com outras proteinas sdo necessarios para a etapa de nucleacdo. (D) O
alongamento do fag6foro conta com a participacdo de diferentes proteinas ATG assim como LC3. PE =
fosfatidiletanolamina. (E) Conjunto de proteinas necessarias para a maturacdo do autofagossomo. LAMP-1 e

2 séo proteinas da membrana lisossdmica, SKD1 é uma ATPase e PS1 é presenilina 1. Modificado de
KANG et al. (2011).

O acumulo e agregacdo de proteinas mal dobradas, carateristico de doencas
neurodegenerativas, resultam em estresse do ER e consequente ativacdo da resposta a

proteinas mal enoveladas (UPR). O sistema UPR é formado por um conjunto de vias de



sinalizacdo, ativadas primariamente com a finalidade de restaurar o equilibrio intracelular.
Entretanto, a exposic¢do prolongada a fatores de estresse leva a morte celular por meio da
sinalizacdo apoptotica (PASCHEN & MENGESDORF, 2005).

O sistema UPR coordena ac¢des que possibilitam a célula lidar com o estresse e
restaurar a homeostase, tais como diminui¢cdo na sintese de proteinas gerais, evitando desse
modo um acumulo adicional de proteinas com defeitos de dobramento, e a ativacdo de
fatores de transcricdo de genes especificos, cujos produtos proteicos auxiliem no reparo e
degradacdo de proteinas de mal enoveladas, por exemplo, BiP, uma chaperona do RE
(KAUFMAN, 1999).

As principais vias de sinalizacdo UPR (figura 2) sdo as seguintes: (1) ativacdo da
PERK, proteina quinase do RE, que aumenta a traducdo do fator de transcricdo ATF4 e
assim, a expressao de genes envolvidos no metabolismo de proteinas, além de fosforilar a
subunidade alfa do fator de iniciacao eucariotico 2, elF2a, desligando a etapa de iniciagdo
da traducdo; (2) fosforilacdo de IRE1 que induz a clivagem do mRNA de XBP1 por
splicing, produzindo duas isoformas de proteinas, uma de 34 kDa e outra de 54 kDa, que
funciona como um fator de transcri¢cdo para genes codificadores de proteinas necessarias
para processamento de outras proteinas no interior do RE; (3) a translocacdo de ATF6, de
90 kDa, do RE para o complexo de Golgi, onde € clivada por duas proteases e da origem a
forma madura de ATF6, com 50 kDa, que é um fator de transcricdo para genes de
chaperonas e enzimas que auxiliam no metabolismo de proteinas no RE (DOYLE et al.,
2011; HAZE et al., 1999).

Se as condigdes de estresse persistirem, a célula ativa vias de sinalizacdo pré-
apoptéticas como a inducdo da transcricdo do gene que codifica a proteina CHOP, também
conhecida como GADD 153, pelos fatores de transcricdo XBP-1, ATF4 e ATF6, e a
ativacdo de caspase-12 que posteriormente ativa caspase-3, proteina que efetivamente
executa a morte celular (NAKAGAWA et al., 2000; OYADOMARI & MORI, 2004). A

figura 2 apresenta um resumo das trés vias de sinalizacdo UPR.
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Figura 2. As diferentes vias de sinalizacdo do sistema UPR: ATF6, PERK e IRE1. Cada via conta com
mecanismos distintos para a transducdo do sinal gerado pelo acimulo de proteinas mal enoveladas no Iimen
do RE. Fonte: WALTER e RON (2011).

O estresse do reticulo endoplasmatico é um evento comum a diferentes doencas
neurodegenerativas. Estudos em tecido cerebral pds-morte de pacientes com a doenca de
Huntington, Alzheimer ou Parkinson indicaram a ocorréncia de estresse no RE em estagios
precoces dessas doencas (CARNEMOLLA et al., 2009; HOOZEMANS et al., 2012). Tal
evento € apontado também como um mecanismo potencial para a patogénese da esclerose
lateral amiotréfica (WALKER & ATKIN, 2011).

1.3 Esclerose Lateral Amiotrofica

A Esclerose Lateral amiotrofica, também conhecida como doenca de Charcot ou
doenca de Lou Gehring, ¢ uma desordem multifatorial com diversos componentes
genéticos e ambientais pertencente ao grupo das doencas do neurénio motor. Ela é
caracterizada pela perda progressiva de neurdnios motores do cortex motor primario,
tronco encefalico e medula espinhal (CHEN et al., 2013; PETERS et al., 2015; ZAREI et
al., 2015).

Esta doenca do sistema nervoso afeta dois tipos de neurdnios motores: neuronios

motores superiores (NMS) que se localizam na &rea motora no cérebro, e 0s neur6nios



motores inferiores (NMI), localizados no tronco cerebral e na porgdo anterior da medula
espinhal. O termo “Esclerose lateral” refere-se ao endurecimento da porgdo lateral da
medula espinhal decorrente da morte dos neurbnios motores superiores enquanto
“amiotrofica” refere-se a fraqueza dos musculos que se tornam atroficos devido a morte

dos neurdnios motores inferiores (abrela.org.br).

A evolucdo da doenca causa debilidade e atrofia progressiva da musculatura
respiratoria e dos membros, espasticidade, distdrbios do sono, estresse psico-social e
sintomas de origem bulbar como disartria e disfagia, posteriormente evoluindo para 6bito
(XEREZ, 2008).

O tratamento é feito por meio de acompanhamento por uma equipe multidisciplinar,
incluindo atendimento fisioterapéutico, que melhora os sintomas relativos a doenca e
aumenta a qualidade de vida do paciente, e uso de medicamentos como o riluzole, droga
inibidora da excitoxicidade pelo glutamato, que aumenta a sobrevida de trés a seis meses
(BENSIMON et al., 1994; XEREZ, 2008).

No mundo, a prevaléncia calculada para ELA é de 4 a 6 casos/100.000 habitantes.
No Brasil, a incidéncia é de 1,5 casos/100.000 habitantes, totalizando 2.500 novos casos
por ano (CRONIN et al., 2007). Embora existam algumas hipo6teses que tentam explicar a
sua ocorréncia, os fatores desencadeantes da fisiopatologia da ELA ainda s&o
desconhecidos (PASINELLI & BROWN, 2006).

A nivel molecular, numerosos fatores afetam a patologia da ELA, incluindo
agregados de proteina e RNA, disfuncdes mitocondriais, estresse oxidativo,
excitotoxicidade, neuroinflamacéo, alteracbes do metabolismo energético, além dos fatores
geneticos (PETERS et al., 2015; TURNER et al., 2013).

Aproximadamente 90% dos casos de Esclerose lateral amiotréfica sdo esporadicos,
ou seja, ndo ha uma ligacdo genética conhecida. Esses casos podem estar associados a
eventuais mutagdes génicas (de novo) ou a fatores ambientais ou ambos. Estudos sugerem
que a exposicao a determinados fatores ambientais pode ser critica para o desenvolvimento
da patologia: exposi¢fes a produtos quimicos agricolas, metais pesados, tipo de dieta e
fumaca de cigarro (ZAREI et al., 2015)

Embora a maioria dos casos de esclerose lateral amiotréfica sejam esporadicos,

ocorrendo em individuos que ndo apresentam histéria familiar da doenca, cerca de 10%



dos casos de ELA tem histérico familiar (fELA) e seu inicio ocorre em média dez anos
mais cedo que nos casos esporadicos. A identificacdo de mutacGes em genes de pacientes
com ELA familiar colocou em debate novos possiveis mecanismos para 0
desenvolvimento da doenca. MutacGes em mais de 40 genes ja foram associadas a ELA,
com destaque para os genes SOD1, FUS, C9ORF72 e TARDBP, que juntos respondem por
70% dos casos de fELA, podendo ocorrer também nos casos de ELA esporéadica (CHEN et
al., 2013; PETERS et al., 2015; VALDMANIS & ROULEAU, 2008).

A Esclerose Lateral Amiotrofica pode ter ainda uma origem oligogénica.
Examinando pacientes que apresentam ELA familiar ou esporddica, VAN
BLITTERSWIIK et al. (2012) observaram que multiplas mutacGes associadas aos genes da
ELA podem estar presentes no mesmo individuo. Foram identificados pacientes portando
mutagdes no gene C9ORF72 concomitante com mutag¢bes nos genes TARDBP, SOD1 ou
FUS.

Mutacdes em multiplos genes atribuem maior letalidade para a ELA que mutacdes
em um unico gene? Qual a contribuicdo de cada mutacdo na patogénese da ELA? Mais
estudos sdo necessarios para que estas e muitas outras questdes quanto a fisiopatologia da
ELA sejam respondidas. Na verdade, apds anos de muita pesquisa e muitas descobertas, a
questdo principal ainda ndo possui uma resposta definitiva: o que causa a ELA?

1.3.1 SOD1: o mais conhecido gene da Esclerose Lateral Amiotrofica

O gene SOD1 foi o primeiro cujas mutacdes foram associadas a forma familiar da
Esclerose Lateral Amiotréfica (FELA) (ROSEN et al., 1993) e até hoje é o mais estudado
devido a quantidade de modelos animais que foram desenvolvidos especificamente para o
estudo desse gene, com destaque para os modelos de camundongos transgénicos para o
gene SOD1 humano com uma mutacdo missense G93A (GURNEY et al., 1994).

Localizado no cromossomo 21, o gene SOD1 codifica a proteina Cu / Zn
superdxido dismutase (SOD-1), uma enzima antioxidante que catalisa a conversdo de
moléculas toxicas de oxigénio (O2), também chamadas de radicais superdxido, em
oxigénio molecular (02) e peréxido de hidrogénio (H202). Cerca de 20% dos casos de
ELA familiar apresentam mutacdes no gene da SOD1. Mais de 125 mutagOes missense
diferentes ja foram identificadas nesse gene (ANDERSEN et al., 2003; PASINELLI &
BROWN, 2006; ROWLAND & SHNEIDER, 2001).



Dois mecanismos foram propostos para a toxicidade da superoxido dismutase 1
mutante: prejuizos no metabolismo do oxigénio causados por alteracfes na atividade
enzimatica dos sitios Cu / Zn e instabilidade conformacional que leva a formacdo de
agregados de SOD1, potencialmente prejudiciais para as células. (PASINELLI &
BROWN, 2006). Agregados de SOD1 mutante foram identificados em tecidos cerebrais de
pacientes com ELA, em células de camundongos modelo de ELA e ainda em linhagens
celulares transfectadas com a proteina SOD1 mutante (FORSBERG et al., 2010; OH et al.,
2008; WATANABE et al., 2001).

Embora existam controvérsias quanto a toxicidade dos agregados de SOD1
mutante, evidéncias revelam que tais agregados sequestram o proteossoma, prejudicando
sua atividade, além de reduzir a sobrevivéncia celular em linhagens neuronais
(MATSUMOTO et al., 2005). Alternativamente, mutaces em SOD1 podem, por si S0,
causar estresse do reticulo endoplasmatico, disfun¢des mitocondriais e no metabolismo de
DNA e RNA além de defeitos no transporte axonal (DE VOS et al., 2007; HAYASHI et
al., 2016; PASINELLI & BROWN, 2006).

1.3.2 O papel da mutacdo em C9O0RF72 na patologia da ELA

O possivel papel do gene CO9ORF72 na patologia da ELA foi proposto pela primeira
vez em 2011, quando dois grupos de pesquisa, distintos, liderados pela Dra. Rosa
Rademakers, da Mayo Clinic em Jacksonville, Flérida, e pelo Dr. Brian Traynor, do
National Institute on Aging (NIA) em Bethesda, Maryland, descobriram ao mesmo tempo
uma mutacdo de expansao de uma sequéncia hexanucleotidica na regido correspondente ao
primeiro intron do gene C9ORF72 (DEJESUS-HERNANDEZ et al., 2011; DOLGIN,
2017; RENTON et al., 2011).

Desde entdo, as centenas de artigos cientificos que surgiram tendo como principal
foco de estudo o gene COORF72 revelam que os pesquisadores estdo numa corrida para
desvendar a funcdo da mutacdo de expansdao G4C, na patologia da ELA e, quem sabe,

encontrar um novo alvo terapéutico para tratamento da doenca.

A mutacdo em C9ORF72, gene também conhecido como DENNL72 e ALSFTD, é
apontada como a causa genética mais comum de Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) e
Demeéncia Frontotemporal (FTD), e pode explicar até 40% dos casos familiares e 10% dos

casos esporadicos de ELA. Em individuos saudaveis, pode haver até 23 copias de repeticao
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GGGGCC, ja em individuos com ELA, esse numero se expande para 700 a 1600 copias
(DEJESUS-HERNANDEZ et al., 2011; MAJOUNIE et al., 2012; RENTON et al., 2011).

Estudos ja consolidados para compreensdo de como repeticdes trinucleotidicas
podem desencadear doencas tais como a doenca de Huntington e a distrofia miotonica,
certamente contribuiram na investigacdo do mecanismo pelo qual a mutacéo de repeticdo
hexanucleotidica pode levar a Esclerose Lateral Amiotréfica e Deméncia Frontotemporal
(BROOK et al., 1992; DAVIS et al., 1997; DAYALU & ALBIN, 2015).

Até o presente momento ja foram propostas trés hipoteses para explicar como a
HRE (hexanucleotide repeat expansion) causa ELA/FTD: focos de RNA intranucleares, a
producdo de proteinas de repeti¢do dipeptidicas (DPRs) por uma traducdo nao candnica do
segmento intrénico expandido e haploinsuficiéncia (DEJESUS-HERNANDEZ et al., 2011;
SELLIER et al., 2016; ZU et al., 2013).

A primeira hipétese postula que o gene C9ORF72 contendo a mutacdo HRE é
transcrito bidirecionalmente (figura 3), gerando pré-mRNAS senso e anti-senso, que se
acumulam no nacleo da célula e sequestram proteinas de ligacdo a RNA (RBPs). Isso
sugere um ganho de funcdo tdxica do RNA, que contribui para a neurodegeneragdo
(RENTON et al., 2011; ZU et al., 2013).
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Figura 3. llustracdo da transcricéo bidirecional do DNA. O mesmo gene é transcrito nos dois sentidos
originando dois mMRNA. Modificado de: Resumo da transcri¢do, khan academy?

! Disponivel em: <https://pt.khanacademy.org/science/biology/gene-expression-central-dogma/transcription-
of-dna-into-rna/a/overview-of-transcription> acesso em: set. 2019.
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A associagdo entre RNA e RBPs forma o que se conhece como focos de RNA
nuclear, encontrados no coértex frontal, cerebelo e medula espinhal de pacientes com
CO9ELA/FTD (DEJESUS-HERNANDEZ et al., 2011; GENDRON et al., 2013). Além
disso, estudos demonstram que esses focos de RNA estdo associados a deplecdo de TDP-
43 (Transactive DNA-binding protein 43) nuclear e a presenca de inclusdes de P62 e TDP-
43 no citoplasma. Essas inclusBes citoplasmaticas sdo uma caracteristica marcante de
ELA/FTD mediada pela mutacdo em C9ORF72 (COOPER-KNOCK et al.,, 2015;
MIZIELINSKA et al., 2013).

Entre as proteinas de ligacdo a RNA que se associam ao pre-mRNA de C9ORF72
mutante, formando inclusbes nucleares toxicas, estdo as proteinas heterogéneas nucleares
hnRNPAL1 e hnRNP-H, fatores de splicing SF2 e SC35, e a proteina de transporte ndcleo-
citoplasméatico RanGAP (LEE, Y. B. et al., 2013; MORI; LAMMICH; et al., 2013;
ZHANG, K. et al., 2015).

Uma segunda hipotese sugerida para a patogénese da ELA, diz respeito a expressdo
aberrante de proteinas de repeticdo dipeptidicas (DPRs). A expansao repetitiva de
GGGGCC, que ¢€ transcrita bidirecionalmente gerando RNA senso e anti-senso, pode ser
traduzida mesmo que esteja em uma regido nao codificante e ndo disponha de um cddon
AUG. Isso é possivel gracas a um mecanismo de traducdo ndo candnica denominada RAN
(repeat- unassociated non-ATG), semelhante ao que ocorre na distrofia miotonica tipo 1 e
na doenca de Huntington (BANEZ-CORONEL et al., 2015; ZU et al., 2011).

A traducdo RAN ocorre em todos os quadros de leitura do mRNA dando origem a
cinco proteinas de repeticdo dipeptidicas: do RNA senso, glicina-alanina (poli-GA) e
glicina-arginina (poli-GR), do RNA anti-senso prolina-arginina (poli-PR) e prolamina-
alanina (poli-PA) e dos transcritos senso e anti-senso glicina-prolina (poli-GP). Esses
polipeptideos sdo insollveis, propensos a agregacdo e toxicos para a célula (ASH et al.,
2013; MORI; WENG; et al., 2013; ZU et al., 2013).

As DRPs podem se acumular como agregados citoplasmaticos em diferentes
regides cerebrais, incluindo o cortex frontal e motor, hipocampo e neurbénios da medula
espinhal de pacientes com a mutacdo em C9ORF72. Dentre todos, os polipeptideos glicina-
arginina (GR) e prolina-arginina (PR) detém o maior potencial toxico. Essas proteinas ricas

em aminoacido arginina causam neurodegeneracdo em modelos experimentais de
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Drosophila e levam a morte celular da linhagem U20S, uma vez que entrando no nucleo
da célula, ligam-se ao nucléolo e interrompem a biogénese de RNA (KWON et al., 2014;
MIZIELINSKA et al., 2013; ZU et al., 2013).

E possivel, segundo os achados de GENTRON (2013), que os focos de RNA e as
inclusdes de proteinas de repeticdo dipeptidica coexistem na mesma célula, sugerindo que

esses dois eventos sdo mecanismos distintos para a morte neuronal.

Por fim, a hipotese da haploinsuficiéncia sugere um mecanismo de perda de fungéo
da proteina C9ORF72. Isso ocorre porque o alelo que carrega a mutacdo € incapaz de
produzir proteinas funcionais e somente o produto proteico do alelo selvagem ndo é

suficiente para garantir um fen6tipo normal.

Estudos em tecido cerebelar post-mortem e neurdnios motores induzidos (iMNs)
derivados de iPSC, ambos provenientes de pacientes COELA/FTD, demonstraram que as
células dos portadores da mutacdo HRE possuem menor expressdo da proteina COORF72
se comparadas as células provenientes de pacientes controles, fator que reduziu a
sobrevivéncia dos neurdnios motores induzidos (FRICK et al., 2018; SHI et al., 2018). A
expressao da proteina COORF72 também diminuiu no cortex frontal de portadores da
expansdo G4Co, e 0s niveis do mMRNA se mostraram reduzidos no cérebro e nos linfoblastos
de pacientes com ELA/FTLD esporadica (CIURA et al., 2013; VIODE et al., 2018).

Experimentos com Zebrafish indicam que a perda de funcdo do transcrito
C90RF72 causa déficit comportamental e locomotor, mas o fendtipo normal é restaurado
com a superexpresséo do mRNA C90ORF72. De modo semelhante, em C. elegans a
reducdo nos niveis de COORF72 leva a degeneracdo dos neurdnios motores (CIURA et al.,
2013; THERRIEN et al.,, 2013). Em contrapartida, o knockout de C9ORF72 em
camundongos nao foi suficiente para causar neurodegeneracdo ou déficits motores,
sugerindo que a perda de C9ORF72, por si s6, ndo causa ELA (KOPPERS et al., 2015).

Para explicar como a expanséo da repeticdo hexanucleotidica pode afetar os niveis
enddgenos da proteina COORF72, FRATTA et al. (2012) prop6s a formacao de tétrades de
G, favorecida pela presenca da mutagdo HRE (G4Cz) que contém nucleotideos guanina
adjacentes. Essa estrutura em tétrade é conhecida como G-quadruplex e pode prejudicar a
transcricdo do DNA pela enzima RNA polimerase, levando a transcricdo abortiva e
consequente formacgdo de mRNAs truncados (HAEUSLER et al., 2014).
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Por outro lado, a hipermetilacio do DNA na regido correspondente ao gene
C90RF72 também pode explicar os baixos niveis da proteina em portadores da
CO9ELA/FTD. Em virtude da expansdo GGGGCC h& um aumento no numero de
dinucletideos CG, o que fornece mais substratos para a metilacdo aberrante em ilhas CpG.
Essa hipdtese é apoiada pelos resultados de XI et al. (2013), que encontraram o locus
C90ORF72 hipermetilado em portadores da expansdo. Alternativamente, a expressdao do
gene C90ORF72 também pode ser reduzida pela trimetilacdo nos residuos de lisina das
histonas H3 e H4 de pacientes C9ELA (BELZIL et al., 2013).

Ao contrario do que se poderia pensar, a hipermetilacdo na regido promotora de
C90ORF72 mutante tem efeito neuroprotetor, diminuindo os focos de RNA nuclear e 0s
agregados de proteinas de repeticdo dipeptidica. A metilacdo de C9ORF72 também esta
associada a menor atrofia na substancia cinzenta do hipocampo, talamo e cortex pré-motor
e reducdo da perda neuronal no cerebelo, cortex frontal e hipocampo, segundo analises
realizadas no tecido post-mortem de pacientes portadores da mutacdo (LIU et al., 2014;
MCMILLAN et al., 2015).

Os baixos niveis de C9ORF72 ja foram relacionados a alteracbes no trafego
intracelular de vesiculas e na autofagia. Entretanto, ainda ndo se tem total clareza quanto as
consequéncias fisioldgicas da reducdo de CO9ORF72, uma vez que ndo sdo conhecidas
outras vias moleculares nas quais essa proteina pode estar envolvida. (AOKI et al., 2017;
FARG et al., 2014; SELLIER et al., 2016).

A figura 4 apresenta um resumo das hipGteses abordadas neste topico
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Figura 4. Hipdteses para patogénese da ELA por mutagdo em COORF72. (A) A mutacdo de expansdo de
repeticdo hexanucleotidica (G4C2)n pode inibir a transcri¢do de CO9ORF72, ocasionando (B) diminuicdo dos
niveis enddgenos da proteina COORF72. (C) A transcricdo de C9ORF72 gera transcritos senso e anti-senso -
CI9RNA com a mutacdo (G4C2)n - que se acumulam no ndcleo e sequestram outras proteinas de ligagdo a
RNA, ou (D) sdo traduzidos em proteinas de repeticdo dipeptidica (DPRs) toxicas, que (E) ligam-se aos
poros nucleares interrompendo o transporte nucleo-citoplasmatico, (F) formam agregados citoplasmaticos
juntamente com P62 e ubiquitina e (G) podem causar danos ao DNA. Modificado de: NASSIF et al. (2017).
Sabe-se que a proteina COPRF72 é altamente conservada entre os metazoarios, 0
que sugere a existéncia de uma funcdo bioldgica fundamental. Contudo, a contribuicédo
dessa proteina ou de sua auséncia para a patogénese da ELA permanece incerta e €
dificultada pela falta de uma compreensdo completa de sua funcdo (XIAO et al., 2016).
Portanto, desvendar as funcdes celulares de C9ORF72 e as vias bioquimicas das quais
participa € um passo fundamental para compreender completamente 0s mecanismos

patogénicos associados a COELA/FTD.

1.4 Estrutura e funcio de COORF72: o que sabemos

Anaélises de ligacdo e estudos de associacdo gendmica ampla (GWA) em individuos
afetados pela ELA ou FTD sugeriram uma causa genética comum para ambas as doencas e

uma regido no cromossomo 9p21 foi identificada como um loci de susceptibilidade para
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ambos os disturbios neurodegenerativos (MORITA et al., 2006; VAN ES et al., 2009;
VANCE et al., 2006).

Essa mutacdo é a causa genética mais comum de Esclerose lateral Amiotrofica ELA
e FTD, representando até 40% dos casos familiares de ELA. A partir dessa descoberta, o
gene C9ORF72, até entdo de funcdo desconhecida, passou a ser amplamente estudado na
busca por respostas quanto ao mecanismo causador das enfermidades a ele associadas
(DEJESUS-HERNANDEZ et al., 2011; RENTON et al., 2011).

Muito tem se discutido a respeito do papel de COORF72 na patogénese da
ELA/FTD e da funcdo que esse gene e seu produto proteico desempenham na fisiologia
celular. As centenas de trabalhos publicados desde 2011 demonstram o grande esforco que
tem sido empregado pelos pesquisadores neste sentido. Ainda assim, pouco se sabe quanto
ao papel celular de C9ORF72 e as implicacdes moleculares da recém descoberta mutacéo.

Neste topico revisaremos o conhecimento atual da estrutura do gene CO9ORF72 e

suas funcdes celulares conhecidas.
1.4.1 Caracteristicas de COORF72

Em humanos, o splicing alternativo do prée-mRNA de C9ORF72 gera trés
transcritos que conduzem a expressao de duas isoformas da proteina COORF72. As
variantes 2 (V2) e 3 (V3) do transcrito codificam para uma proteina longa, denominada
C9-L, de 481 amino&cidos e aproximadamente 54 kDa, codificada pelos éxons 2-11
(NP_060795.1), enquanto a variante 1 (V1) codifica uma proteina curta, denominada C9-S,
de 222 aminoécidos e aproximadamente 24 kDa, codificada pelos éxons 2-5
(NP_659442.2) (DEJESUS-HERNANDEZ et al., 2011; RENTON et al., 2011).

Em camundongos, o ortélogo de COORF72 (3110043021Rik) também produz trés
transcritos que sdo traduzidos em trés proteinas de isoformas diferentes: a V1 codifica a
isoforma 1 com 481 amino&cidos, homoéloga a C9-L humana (NP_001074812.1), V2
codifica a isoforma 2 com 317 aminoacidos, homéloga a C9-S humana (NP_082742.2) e
V3 que codifica a isoforma 3 com 420 aminoacidos, como mostra a figura 5 (ATKINSON
et al., 2015).
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Figura 5. Representacdo esquematica das variantes de mRNA e isoformas proteicas codificadas por
C90RF72 em humanos e camundongos. Os éxons codificadores estdo representados por caixas brancas
para RNA ou verdes, enquanto os éxons ndo codificadores estdo representados em preto. A posicdo dos
cddons de inicio (ATG) e término (TAA) da traducdo, assim como o tamanho de cada proteina, também
estdo indicados. (A) A localizacdo da mutacdo de expansdo da repeticdo hexanucleotidica é indicada por
(G4C2) na estrutura do pré-mRNA de C9ORF72, que passa por splicing alternativo e origina (B) as trés
variantes conhecidas de RNA C9orf72 humano. Na V1, a caixa magenta representa uma retencao parcial do
intron 5, que resulta na (C) adigdo de um residuo de lisina, indicado pelo mesmo simbolo, na regido C-
terminal da isoforma curta da proteina, C9-S. (D) Apresenta as variantes do mRNA de C9orf72 encontradas
em camundongo e (E) as isoformas (Iso) produzidas pela traducéo de cada mRNA.

Pesquisas de homologia utilizando ferramentas de alinhamento de sequéncias
(BLAST) mostraram que C9ORF72 é um homélogo estrutural de proteinas associadas ao
dominio DENN (Differentially Expressed in Normal and Neoplasia) (LEVINE et al.,
2013). Esse dominio é caracteristico de uma superfamilia de proteinas conhecidas como
DENN-like, que s&o Rab-GEFs, isto é, fatores de troca de nucleotideo guanina (guanine
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nucleotide exchange factors), altamente conservadas, que regulam a atividade de proteinas
Rab GTPases (MARAT et al., 2011; YOSHIMURA et al., 2010).

DENN € um dominio tripartido composto por trés mddulos, ou subdominios,
indissociaveis: um maédulo central DENN flanqueado pelos modulos uDENN (upstream
DENN) a montante e dDENN (downstream DENN) a jusante. O espaco entre cada um dos
maodulos varia de acordo com a proteina e a espécie em estudo (LEVIVIER et al., 2001;
MARAT et al., 2011).

Embora indissocidveis, em organismos como os fungos, um ou outro moédulo das
proteinas de dominio DENN podem ter sido perdidos. Mas, em C9ORF72 os trés modulos
foram conservados. 1sso pode ser explicado por estudos de analise estrutural que sugerem a
necessidade de todos os mddulos do dominio DENN para o contato com GTPases, ainda
que, em alguns casos, os subdominios do tipo Longin possam se ligar a GTPase de forma
independente. Assim, COORF72 é composta por um médulo N-terminal Longin, também
conhecido como u-DENN, pelo médulo principal DENN seguido por um subdominio
dDENN, também chamado de Alpha por alguns autores (WU et al., 2011; ZHANG, D. et
al., 2012), conforme mostra a figura 6.

23-150 aa 212-312 aa 313-481 aa

CB-L—W DENN -{ dDENN |_
C“‘W_[

Figura 6. Modelo representativo do dominio tripartido DENN com seus subdominios, nas isoformas
longa (C9-L) e curta (C9-S) da proteina C9orf72 humana. Longin corresponde ao médulo a montante
UDENN.

A descoberta de C9ORF72 como uma proteina DENN-like sugere para ela um
possivel papel na regulacdo de GTPases, atuando como fator de troca de nucleotideo-
guanina (GEF). Os GEFs atuam em substratos especifico, tais como proteinas Rab,
catalisando a remogéo do GDP e favorecendo a interacdo com o GTP, de modo que o
substrato alterne entre um estado inativo, ligado ao GDP, e ativo, vinculado ao GTP
(MARAT et al., 2011).
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1.4.2 A via autofagica é modulada pela atividade de COORF72

A proteina CO9ORF72 é conhecida por seu papel fundamental na regulacdo da
autofagia através da interacdo com diferentes proteinas, entre elas as Rab GTPases (FARG
et al., 2014). A autofagia € um mecanismo de degradacdo e reciclagem de componentes
intracelulares como macromoléculas e organelas. Em condi¢Ges normais esse processo €
utilizado pela célula para manter a homeostase e regular o metabolismo. Em condigdes
adversas, a autofagia possibilita a adaptacao e a sobrevivéncia celular (GLICK et al., 2010;
RAVANAN et al., 2017).

Pesquisas com células da linhagem Neuro-2a demonstram que a isoforma longa de
C90RF72 ¢ essencial para a inducdo da autofagia, uma vez que 0 nocaute desse gene
reduziu a degradacdo de P62 e a conversdao de LC3 | em LC3 Il durante a autofagia
induzida por deplecdo sérica. Além disso, a propria proteina COORF72 € degradada pelas

vias lisossdmica e proteossomal (LESKELA et al., 2019).

CI90RF72 regula a autofagia por diferentes vias moleculares. Em uma delas,
C90RF72 se associa a duas outras proteinas de funcdo desconhecida, SMCR8 e WDRA41,
formando um complexo proteico que interage com as proteinas FIP200 e ULK1, que
juntamente com ATG13 e ATG101 formam o complexo de iniciacdo da autofagia, também
conhecido por complexo ULK1 (SULLIVAN et al., 2016). Tanto o silenciamento de
C90RF72 quanto o knockdown de FIP200, impedem a inducdo autofagica, levando a
conclusdo de que a interacdo entre C9ORF72 e o complexo ULKZ1 € critica para ocorréncia
dessa etapa inicial, mas, ao contrario do que se poderia imaginar, o nocaute de C9ORF72
ndo interfere na ativagcdo de ULK1 (WEBSTER et al., 2016).

Curiosamente, CO9ORF72 se associa as proteinas ATG13 e SMCR8 através do
dominio DENN-dDENN, presente exclusivamente na isoforma longa C9-L, indicando que
tal dominio € indispensavel para a interacdo direta de C9ORF72 com complexo de
iniciacdo da autofagia. Na auséncia de CO9ORF72, neurbnios primarios do hipocampo de
camundongos apresentam um fendtipo de arborizagdo dendritica reduzida, e esse
fendmeno esta relacionado a diminuicdo da autofagia por um mecanismo dependente de
ULK1, que também tem seus niveis reduzidos em células nocaute de C9ORF72 (HO et al.,
2019).
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Apos constatarem que a diminui¢do nos niveis de ULK1 em neurdnios primarios
com nocaute de CO9ORF72 ndo esta relacionada a alteragdo na expressdo de seu mRNA,
HO et al. (2019) sugeriram que C9ORF72 regula a reducdo de ULKL1 através de um
mecanismo pos-transcricional. Essa ideia é consistente com a hipdtese de FARG et al.
(2014) de que a interacdo entre C9ORF72, hnRNPA1 e hnRNPA2BL1 seja um indicio de
um possivel papel funcional de para CO9ORF72 como uma proteina de ligacdo ao RNA com

funcdo no metabolismo do RNA.

O complexo ULK1 controla as fases iniciais da autofagia atuando no recrutamento
de membrana para a formacéo do fagoforo e autofagossomo. Ele mesmo tem sua atividade
regulada pelo mTOR (mammalian target of rapamycin), que quando inativo, deixa de
fosforilar a ser757 do ULKL1 que, por sua vez, passa ao seu estado ativado e fosforila
ATG13 e FIP200, possibilitando o inicio da autofagia (HOSOKAWA et al., 2009; JUNG
etal., 2009; KIM, J. et al., 2011).

Entre as principais moléculas que atuam nas etapas posteriores a formacgdo do
autofagossomo, estdo as proteinas LC3 e P62, que sdo utilizadas, inclusive, como
medidores da autofagia. Como ja mencionado, a proteina LC3I citoplasmatica passa por
uma série de modificacbes até ser lipidada, passando a LC3Il, que é encontrada
exclusivamente na membrana dos autofagossomos. Ja a proteina P62 reconhece as cargas a
serem degradadas e as direciona ao autofagossomo, onde se associa a LC3Il e também é
degradada pelas hidrolases lisossomais ap6s a formacdo dos autofagolisossomos
(HOSOKAWA et al., 2009; ICHIMURA & KOMATSU, 2010; JUNG et al., 2009;
KABEYA et al., 2000).

Evidéncias experimentais sugerem que o complexo formado entre C9ORF72,
SMCR8 e WDR41 também atua como um fator de troca de nucleotideo guanina (GEF)
para Rab8A e Rab39B, GTPases envolvidas no trafego de vesiculas e autofagia, além de se
associar indiretamente a P62 tendo essas Rabs como mediadoras. Alternativamente,
SELLIER et al. (2016) evidenciam que a expressao reduzida de COORF72 prejudica a

autofagia e leva ao acumulo de agregados citoplasmaticos de P62 e TDP-43.

Por outro lado, UGOLINO et al. (2016) demonstraram em seus resultados que a
diminuicdo de C9ORF72 leva ao aumento do fluxo autofagico, evidenciado pelo acumulo
de LC3I e diminuicdo da razdo LC3II/LC3I, interpretado como aumento na degradacao

lisossomal, além da diminui¢do dos niveis da proteina P62 e aumento de vesiculas LC3
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positivas. Ademais, 0 mesmo estudo mostrou que COORF72 est4 envolvida na ativacdo de
mTOR, um regulador negativo da autofagia, uma vez que o knockdown de C9ORF72 em
células HEK293T resultou em uma menor fosforilacdo da proteina ribossémica S6K1,
levando a diminuicdo da ativacdo de mTOR. Como consequéncia, o substrato de mTOR,
TFEB - fator de transcricdo que regula a expressao de muitos genes associados a autofagia

— teve sua expressdo aumentada.

Em condicBGes normais, a proteina COORF72 tem uma distribuicdo citoplasmaética
difusa, enquanto sob condicdes de inani¢do colocaliza-se fortemente com os lisossomos,
sugerindo que a privacdo de nutrientes regula o recrutamento de C9ORF72 para a
membrana dessa organela. Além disso, o nocaute de C9ORF72 afeta o tamanho e a
distribuicdo celular dos lisossomos, indicando que essa proteina tem uma funcgdo
lisossomal (AMICK et al., 2016). Concordantemente, em modelos de camundongos, a
perda de C9ORF72 levou a defeitos na resposta imune de macréfagos e micrdglia devido a
interrupcdo do transporte e acUumulo lisossomal, além de ocasionar uma resposta
imunoldgica alterada com inflamacéo no baco e no sistema nervoso (O'ROURKE et al.,
2016).

O tréfego endossomal de vesiculas é outra via autofagica na qual COORF72 esta
envolvida. Experimentos de imunocitoquimica e imunoprecipitacdo apontam Rabl, Rab5,
Rab7 e Rabll como parceiros de interacdo de COORF72 e fornecem indicios de que
C90ORF72 desempenha um papel no trafego intracelular como um fator de troca de
nucleotideo guanina para Rabs GTPases. Evidéncias adicionais apontam inibicdo da
endocitose e acumulo de LC3I1l em resposta a deplecdo de COORF72 (FARG et al., 2014).

Mediante a interagdo de C9ORF72 com Rabla o complexo ULK1 é translocado
para a membrana do fagoforo, promovendo a formacéo de autofagossomos. Além disso, ha
indicios experimentais de que a secre¢do de vesiculas para 0 meio extracelular, a producéo
de endossomos multivesiculares e o trafego de vesiculas na rede Trans-Golgi sdo processos
regulados pela interacdo entre C9ORF72 com Rab7 (AOKI et al., 2017; WEBSTER et al.,
2016).

1.4.3 Papel de C9ORF72 nas sinapses

A localizacdo de C9ORF72 nos axonios de neurdnios de camundongos e a presenca

de sua isoforma longa, C9-L, na fracdo celular correspondente a sinaptossomas
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purificados, sugere que essa proteina também desempenha uma funcdo sinéptica
(ATKINSON et al., 2015). Em neurénios motores derivados de iPSC, a proteina COORF72
foi encontrada de forma abundante nos terminais pre-sinapticos e parte dela co-localizada

com vesiculas sinapticas marcadas com sinaptofisina (FRICK et al., 2018).

De forma semelhante, XIAO et al. (2019) encontraram C9ORF72 em associacéo
com SMCR8 nas regifes pré e pos-sinapticas de neurbnios murinos e parcialmente co-
localizada com Rab39b nos terminais pos-sindpticos. Os autores também detectaram
diminuicdo de Rab39b e aumento de receptores de glutamato tipo 1 (GIuR1) no hipocampo
de camundongos apos silenciamento de COORF72, sugerindo que a presenca desta proteina
e da Rab39b na densidade pdés-sindptica é critica para regulacdo dos receptores de

glutamato.

Sabe-se que a Rab39b exerce um importante papel no trafego intracelular das
subunidades (GIuR1 a 4) do receptor AMPAR, garantindo sua maturacdo no complexo de
Golgi e o transporte dos heterdmeros GluA2/GIuA3 para a via secretora (MIGNOGNA et
al., 2015).

Além disso, a expressdo do RNA mensageiro das subunidades GIuR1 e GIuR3 do
receptor AMPA se mostrou aumentada em neuronios motores derivados de iPSC de
pacientes com CO9ELA. A presenca da mutacdo tornou 0s neurdnios motores mais
vulnerdveis a excitotoxidade induzida por um aumento na expressdao de AMPA permeavel
a Ca2+, mas as células que tiveram a mutacdo HRE em COORF72 corrigida por CRISPR /

Cas9 se mostraram menos vulneraveis (SELVARAIJ et al., 2018).

Juntos, esses achados experimentais fornecem indicios de que a haploinsuficiéncia
de C90ORF72 em portadores da mutacdo HRE pode causar neurodegeneracdo mediada pela
excitotoxidade do glutamato (FORAN & TROTTI, 2009; SHI et al., 2018).

1.4.4 C90ORF72 participa do transporte nucleo-citoplasmatico

Defeitos no transporte nucleo-citoplasmatico ja foram sugeridos como uma
potencial via para patologia da ELA associada a mutacdo HRE no gene C9ORF72. Isso
porque diversos estudos apresentam evidéncias de que a repeticdo GiCo, presente nos
RNAs senso e anti-senso de C9ORF72 mutante, causa defeitos na estrutura envelope

nuclear, alteracdes na localizacdo de nucleoporinas e interage diretamente com proteinas
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RanGAP1 causando prejuizos a sua funcéo neuronal e a importacdo e exportagdo nuclear
(FREIBAUM et al., 2015; ZHANG, K. et al., 2015).

Ademais, os transcritos senso e antisenso de C9ORF72 séo submetidos a RAN
traducdo e a regido com a mutacdo HRE é traduzida em todos os quadros de leitura,
gerando proteinas de repeticGes dipeptidicas (DPRs). Essas proteinas formam agregados
que, por si s0, podem comprometer o transporte nucleo-citoplasmatico (KHOSRAVI et al.,
2017; WOERNER et al., 2016).

Alternativamente, fora de um contexto de mutagdo génica, COORF72 também se
associa a proteinas da via de transporte nucleo-citoplasmatico. Em células murinas de
linhagem Neuro-2a, resultados de imunocitoquimica e imunoprecipitacdo mostraram que
tanto C9-L quanto C9-S interagem com Importina - 1 ¢ Ran - GTPase (XIAO et al.,
2015).

A proteina C9ORF72 selvagem interage ainda com actina, hnRNPALl e
hnRNPA2B1. As hnRNPs, ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares, sdo complexos
formados por proteinas e RNA que atuam no splicing do pré-mRNA e séo transportadas
continuamente entre o ntcleo e o citoplasma (FARG et al., 2014; GEUENS et al., 2016). A
vista disso, C9ORF72 € sugerida por FARG et al. (2014) como um facilitador do
transporte de hnRNPs entre o nlcleo e o citoplasma.

Um estudo com neurdnios motores (NMs) revelou que a dindmica da actina é
prejudicada em NMs de camundongo com diminuicdo da expressdao de CO9ORF72 e em
neuronios derivados de iPSC de pacientes com C9ELA. Ensaios de imunoprecipitacdo
mostraram que C9ORF72 interage com Arf6 GTPase e cofilina, duas proteinas reguladoras
da dindmica da actina. Os autores sugerem que CO9ORF72 modula a dinamica da actina via
regulacdo da atividade GTPase de Arf6 que leva a fosforilacdo de cofilina e consequente
despolimerizacgdo da actina (SIVADASAN et al., 2016).

A actina é uma proteina que compde o citoesqueleto celular. Da homeostase dos
filamentos de actina dependem inimeros processos celulares, tais como o crescimento dos
axonios, atividade de fatores de transcricdo especificos, remodelamento da cromatina,
reparo de danos ao DNA e estrutura e integridade do envelope nuclear (KELPSCH &
TOOTLE, 2018; SIVADASAN et al., 2016). A ligacdo da actina com a lamina nuclear é

possivelmente um dos principais mecanismos que regula e mantém a estrutura e a
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integridade do envelope nuclear (SASSEVILLE & LANGELIER, 1998; SIMON et al.,
2010).

Coletivamente, esses dados fornecem indicios de que C9ORF72 pode ter mais uma
fungdo no transporte ndcleo-citoplasmético, via interacdo direta ou indireta com actina,
podendo atuar como mantenedor da estrutura dos poros e do envelope nuclear através da
modulacdo da polimerizacdo da actina, ou regulando a ligacdo da actina com laminas

nucleares. Mas, por enquanto, essa é apenas uma hipdtese que devera ser testada.

Apesar dessas descobertas, ainda ha muito muito a ser estudado a respeito de
CI90RF72.

1.5 O papel das GTPases no trafego intracelular

As proteinas Rab sdo pequenas GTPases que fazem parte da grande familia Ras.
Sua atividade de GTPase impulsiona a hidrolise o GTP permitindo que essas proteinas
alternem entre um estado ativo, ligado a GTP, e um estado inativo, ligado a GDP. Quando
ativadas, as Rabs interagem com substratos especificos desempenhando assim um papel
central na endocitose, ancoramento, autofagocitose, formacéao, direcionamento e fuséo de
vesiculas, transporte e degradacdo de organelas. Uma disfuncdo nessas proteinas ou em
qualquer um de seus efetores pode causar acUmulo de proteinas no reticulo
endoplasmatico, falhas nas vias de transporte intracelular de vesiculas e falhas na
degradacdo de proteinas e organelas pela via autofagica (LI & MARLIN, 2015; SCHEPER
et al., 2007; STENMARK, 2009).

Diferentes etapas da autofagia contam com a participacdo de diversas proteinas

Rab, como apresenta a figura 7.

A proteina Rabl participa da translocacdo do complexo de iniciacdo da autofagia
ULKZ1, tendo como efetor a proteina C9ORF72, que medeia a interacdo entre Rabla e
ULK1 (WEBSTER et al., 2016). Além disso, Rabl parece ter um papel primordial na
homeostase do reticulo endoplasméatico, uma vez que a reducdo nos niveis de Rabl
contribui para o estresse e remodelamento de ER, enquanto a superexpressdo da mesma
proteina impede o comprometimento da viabilidade celular durante a agregacdo proteica
em células primarias do hipocampo de ratos (LIMA et al., 2019).
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A Rab24 regula a formagdo dos autofagossomos, além de participar do trafego
retrogrado de proteinas entre a regido Cis do complexo de Golgi em direcdo ao reticulo
endoplasmatico, enquanto Rab7 direciona vesiculas e organelas vindas do endossomo
tardio e autofagossomo para o lisossomo, sendo considerada como um marcador molecular
de tais vesiculas. Rab7 parece ter ainda um papel chave no crescimento e manutencdo
neuronal, uma vez que participa do trafego retrégrado dos receptores do tipo TrkA,
essenciais para o reconhecimento de fatores de crescimento neuronal, NGF (AO et al.,
2014).

{Membrane retrieval
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Figura 7. Cada etapa da autofagia conta com a participacdo de diferentes RABs. Fonte: WEBSTER
et al. (2018).

Deficiéncias na funcdo da Rab7 foram descritas em doencas neurodegenerativas
como a doenca de Charcot-Marie-Tooth e doenga de Alzheimer, implicando em prejuizo
da degradacdo celular. Disfungdes no trdfego provocado pela alteragdo de Rab7 pode
resultar em inibicdo do crescimento e promover a morte celular (CATALDO et al., 2008;
DEINHARDT et al., 2006; VERHOEVEN et al., 2003).
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A Rab5 ¢ utilizada como um marcador de endossomos precoces e regula as
primeiras fases da endocitose. Ela estd presente na membrana de vesiculas revestidas de
clatrina e é essencial para a fusdo de tais vesiculas com os endossomas. Alem disso,
através da interacdo com diferentes efetores, Rab5 regula a mobilidade, o ancoramento e a
fusdo das membranas endossomais, além da producdo de fosfatidilinositol 3-fosfato, uma
proteina de localizacdo restrita a endossomas iniciais e corpos multivesiculares
(OLCHOWIK & MIACZYNSKA, 2009; RUBINO et al., 2000; SHIN et al., 2005).

A proteina Rab6 estd envolvida no direcionamento de vesiculas do reticulo
endoplasmatico para o complexo de Golgi e no trafego retrogrado Golgi-RE (ANTONY et
al., 1992). SCHEPER et al. (2007) encontraram 0s niveis de Rab6 aumentados no cérebro
de pacientes com a doenca de Alzheimer. Paralelamente os niveis de proteinas indicadoras
de estresse no reticulo endoplasmético também aumentaram, sugerindo que Rab6

desempenha um papel na resposta a proteinas mal enoveladas.

As proteinas Rab podem regular o trafego intracelular de organelas através da
interacdo com proteinas motoras, como a miosina, que se liga a cargas especificas e as
transporta deslizando ao longo dos filamentos de actina. A Rab27a, por exemplo, recruta a
miosina V para o transporte de melanossomas em melandcitos humanos e de camundongos
(BAHADORAN et al., 2001; WU et al., 2001), enquanto Rabl1a se associa com a miosina
Vb através da proteina adaptadora Rab11-FIP2 para regular a reciclagem de membranas
em linhagem de células HeLa e MDCK (HALES et al., 2002).

A superexpressdo de Rablla melhora a disfuncdo sinaptica e déficits locomotores
em Drosophila melanogaster modelo de doenca de Huntington, sugerindo para essa
proteina um papel também na transmissdo sinaptica (STEINERT et al., 2012).

Além das proteinas ja mencionadas, diversas outras Rabs ja foram descritas na
literatura como componentes moleculares envolvidas no trafego vesiculas e autofagia,
entre elas Rab2, Rab3, Rab8, Rab15, Rab17, Rab18, Rab26, Rab32, Rab33, Rab35, Rab38,
Rab40 e outras. Cada uma delas atua sobre substratos especificos e possuem diferentes
reguladores chamados coletivamente de GEFs (fatores de troca de nucleotideo guanina),
mediadores da ativacdo das Rabs, e GAPs (proteinas ativadoras de hidrélise de GTP) que
estimulam a inativacdo da Rab (BARR & LAMBRIGHT, 2010; STENMARK, 2009).
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A presenca de um dominio DENN, caracteristico de Rab GEFs, em C9ORF72 e sua
comprovada interacdo com algumas proteinas Rab, levaram diversos autores a conclusdo
de que C90ORF72 pode ser uma proteina reguladora de RabGTPases. Entretanto, ndo esta
claro como ocorre a associacdo mecanica entre CO9ORF72 e as Rabs, ou se COORF72
realmente atua como um fator de troca de nucleotideo guanina ou se exerce qualquer outra
funcdo associada a expressao, distribuicdo e atividade das proteinas Rab (FARG et al.,
2014; TANG, 2016).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar a distribuicdo celular de C9ORF72 e sua participagdo nas vias
autofagica e de homeostase do Reticulo endoplasmatico em modelos celulares de Esclerose

Lateral Amiotroéfica.
2.2 Objetivos Especificos

Analisar em neurdnios motores do cértex e medula espinhal de camundongos
modelos de Esclerose Lateral Amiotrofica e em linhagem de células Neuro-2a

transfectadas com hSOD1-G93A os seguintes aspectos:

v" Localizagdo celular e expressao de COORF72

v" Interacdo entre COORF72 e as proteinas Rab7 e Rabl

v’ Participacdo de C9ORF72 na macroautofagia pela analise da expressdo de
Beclina-1, p-62 e LC3, proteinas associadas a ativacdo da autofagia e
maturacdo dos autofagossomos.

v Os efeitos da inibicdo da expressdo de COORF72 sobre o fluxo autofagico e

homeostase do reticulo endoplasmatico.

3. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo emprega um modelo celular de doenca neurodegenerativa na
forma familiar para estudar a distribuicdo e expressao da proteina C9ORF72 em ambiente

celular ndo homeostético.
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3.1 Animais

Os camundongos (Mus musculus) das linhagens B6SJLTg (SOD1*G93A) 1Gur/J
(transgénico para a SOD1 humana mutante) e B6SJLTg (SOD1)2Gur/J (transgénico para a
SOD1 humana ndo mutante), os quais servem para o estudo da esclerose lateral
amiotrofica, foram utilizados para o estudo da proteina C9ORF72. As linhagens foram
adquiridas da Jackson (Estados Unidos) e sdo mantidas no biotério do Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN), localizado na Cidade Universitaria, livres de
germes especificos (spf), em ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes acesas as 7h), com racao

apropriada e agua ad libitum.

Os experimentos realizados estdo em conformidade com todos os aspectos éticos de
experimentacao animal recomendados pelo Concea, bem como de acordo com a lei federal
n® 11.794. Além disso o projeto foi aprovado pelo comité de ética em experimentacao
animal do Instituto de Biociéncias da USP (271/2016) (ANEXO I).

3.1.1 Extracao de DNA e Genotipagem

Todos os animais foram submetidos a genotipagem para determinar a que grupo
pertenciam (SOD1 mutante, SOD1 ndo mutante ou ndo transgénico), segundo o protocolo
disponibilizado pela Jackson.

Um fragmento de aproximadamente 5mm da extremidade da cauda de cada animal
neonato foi retirado no momento da eutanasia e armazenado devidamente identificado em
microtubos separados. O DNA total foi isolado pela incubacao do fragmento da cauda com
0,5 ml de tampéo de lise (100mM Tris, 5mM EDTA, 0,2% SDS, 200mM NacCl, pH8,5) e
2,5ul de proteinase K, a 55°C overnight.

Apobs essa etapa, a solucdo foi homogeneizada vigorosamente e centrifugada (10
minutos a 3000rpm) para separacdo do material ndo digerido. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo no qual foram adicionados 0,5 ml de isopropanol e
misturado por inversdo. Esta solucdo foi centrifugada por 15 minutos a 12000rpm. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado diluido em 100ul de tampéo TE.

Para a genotipagem 1ul de DNA (5ng/ul) é adicionado em uma solucdo contendo a
sonda controle e 1ul desse mesmo DNA (5ng/ul) é adicionado a uma solucdo contendo a
sonda SOD1 (transgene). A receita para o preparo da referida solucdo é 1,2 pl de 10x PCR
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Buffer (Invitrogen), 0,25 pl de 10 mM dNTP, 0,36 pul de 50 mM MgCI2, 0,05 pl de cada
sonda controle (20uM; 0IMR7338 e 0lIMR7339) ou 0,4 ul de cada sonda que reconhece o
transgene (20uM; o0IMR0113 e 0lM0114), 0,42 ul de Taq DNA polimerase e agua para
completar 12 pl de reacdo. O protocolo detalhado bem como as sequéncias dos primers

encontram-se na pagina da Jackson na internet (www.jax.org).

O programa de ciclagem (eppendorf mastercycler) foi: ciclo 1=95°C por 3 minutos,
ciclo 2= 95°C por 30 segundos, ciclo 3= 60°C por 1 minuto, ciclo 4= 72°C por 45
segundos, repeticdo por 35 ciclos do ciclo 2 ao 4; seguido de 2 minutos a 72°C e hold a
4°C. A visualizacéo foi feita em gel de agarose aplicando 6ul da solugéo da PCR contendo
1ul de reagente Blue Green (LGC biotecnologia) para marcacdo do DNA, em cada pocinho
do gel. Em um dos pocos foi aplicado o padrdo de peso molecular 1Kb. O camundongo

transgénico apresenta uma banda com peso de 236bp, como mostrado na figura 8.

Figura 8. Imagem do gel de agarose ilustrando o padréo de bandas da genotipagem de camundongos,
cujo o macho parental possui o transgene hSOD1. Cada animal é representado em duas colunas. Uma
coluna recebeu o DNA amplificado com primer SOD1 e outra 0 DNA amplificado com primer Controle
Interno. O quadro de linha continua destaca um animal transgénico, apresentando bandas nos tamanhos de
236pb (SOD1) e 324pb (Controle), enquanto o quadro pontilhado evidencia um animal ndo transgénico
para 0 gene SOD1, apresentando somente a banda controle de 324pb. A seta indica excesso de primer em
todas as reacdes.

3.2 Modelos celulares de Neurodegeneracéo associada a SOD1G93A

3.2.1 Cultura primaria de camundongos neonatos

Para a cultura de células primarias, a metodologia empregada foi uma modificacéo
da descrita por KIVELL et al. (2001). Resumidamente, os camundongos neonatos das
linhagens descritas no tépico 3.2 foram decapitados para retirada do cértex motor e medula

espinhal (figura 9) e da cauda.
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A Motor cortex B Spinal cord

Figura 9. Representacdo esquematica das regibes dissecadas. (A). Cértex motor (Cx). Os circulos
marcam a area do encéfalo que foi utilizada. (B) Medula Espinhal (Md). Barra de escala 1mm. Fonte: EL-
KHOURY et al. (2014)

As caudas foram armazenadas em microtubos devidamente identificados a -80°C
para posterior genotipagem dos animais, conforme descrito no item 3.1.1, enquanto os
outros tecidos foram colocados, isoladamente, em microtubos com solucéo fisioldgica
gelada. Em seguida, as células foram dissociadas, suspensas em meio de cultura
Neurobasal A (Invitrogen) suplementado com L-glutamina (250uM, Sigma), glutamax
(250uM, Gibco), complexo B27 (2%, Invitrogen), penicilina/estreptomicina (40mg/L,
Invitrogen), e plaqueadas, separadamente, em placas de culturas, sob uma laminula
previamente tratadas com poli-D-lisina (PDL). O meio de cultura foi trocado apds 3 horas
do plagueamento e a cada 3 dias, até a utilizacdo das células com 9 dias de cultivo. As
células de cada animal foram plaqueadas individualmente em um poco da placa de cultura
para possibilitar o pareamento do material plaqueado com o resultado da genotipagem.

3.2.2 Linhagem Neuro-2a com superexpressao SOD1

Células da linhagem Neuro-2a foram plaqueadas e mantidas no meio DMEM (1X)
e suplementadas com 10% se soro fetal bovino e 1% de penicilina/estreptomicina. Ao
atingirem uma confluéncia de 70%, as células foram transfectadas com 600ng dos
plasmideos hSOD1-Wt ou hSOD1-G93A utilizando Lipofectamina 3000 (Invitrogen) de
acordo com o protocolo da companhia. Apés o periodo de 24 horas da transfeccdo essas
celulas foram utilizadas em ensaios de Western Blotting ou fixadas para analise em

microscopia.
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3.3 Caracterizacao das Culturas

3.3.1 Culturas primarias de Cortex Motor e Medula Espinhal

A caracterizacdo da cultura de células foi feita por imunofluorescéncia. Os
neurdnios das culturas foram identificados por meio da utilizagdo do anticorpo anti-MAP2,
proteina associada ao microttbulo (Sigma, M4403, 1:1000). Ja os neurénios motores foram
identificados por meio de anticorpos especificos para cada cultura: para cortex motor
utilizou-se anti-SMI132 (Covance, SMI-32R, 1:1000), que reconhece uma proteina do
neurofilamento H presente em neurénios piramidais e para as culturas de medula espinhal

utilizou-se anti-ChAT, colina-acetil-transferase (Santa Cruz, sc-20672, 1:300).

Para essas marcagdes as células foram fixadas com uma solucdo de
paraformaldeido a 4% gelado durante 5 minutos seguido de permeabilizacdo com triton
X100 a 0,2% e posteriormente incubadas durante 18 horas a 4°C com os anticorpos
primarios. Os anticorpos secundarios utilizados foram anti-mouse conjugado a FITC
(Jackson ImmunoResearch, 97619, 1:120) e anti-rabbit Texas Red (Jackson
ImmunoResearch, 90519, 1:250). Ap6s a incubacdo com 0s anticorpos secundarios, as
placas foram lavadas 3x com PBS gelado por 5 minutos. Os nucleos celulares foram

marcados com adicdo de meio de montagem contendo DAPI (Vector Laboratories).

As células foram visualizadas em microscopio Confocal (Zeiss). A quantificacdo da
porcentagem de células expressando MAP2, SMI32 ou Chat foi realizada por meio de
fotomicrografias digitais. Foram selecionadas para a quantificacdo 5 fotos de éareas
escolhidas aleatoriamente em cada cultura analisada (n=3). A porcentagem das células

positivas para cada anticorpo (AC) foi calculada seguindo a férmula abaixo:

% Neurénios = n.° Células AC positivas x 100

n.° de nucleos (DAPI)

3.3.2 Cultura de linhagem Neuro-2a

As células da linhagem Neuro-2a foram submetidas a imunofluorescéncia

utilizando o anticorpo anti-MAP2 para certificar a pureza da cultura, uma vez que no
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laborat6rio outras linhagens celulares s&o manipuladas em equipamentos de uso comum. A

metodologia utilizada foi a mesma descrita anteriormente para cultura primaria.

3.4 Andlise da distribuicao Celular de C9ORF72

3.4.1 Imunofluorescéncia e microscopia confocal

Todas as células utilizadas em imunofluorescéncia, tanto de culturas primarias
quanto de linhagem Neuro-2a, foram plaqueadas sobre uma laminula de vidro previamente

tratada com poli-D-lisina (PDL).

O meio de cultura foi descartado e as células foram submetidas a um banho de 5
minutos com PBS gelado e em seguida fixadas com uma solucédo de 4% paraformaldeido
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Apds a fixacao as células foram lavadas 3x de
5 minutos (cada lavagem) em PBS e permeabilizadas com PBS contendo 0,2% de Triton
por 30 minutos em temperatura ambiente. O bloqueio para evitar ligagdes inespecificas do
anticorpo primario foi feito com PBS contendo 2% NGS, 4% BSA e 0,2% Triton, durante

30 minutos a temperatura ambiente.

Apds estas etapas as células foram incubadas com os anticorpos primarios anti-
C90ORF72 (Santa Cruz, sc-138763, 1:100) e/ou Anti-MAP2 (Sigma, M4403, 1:1000)
conforme o objetivo do experimento, overnight a 4°C. Os anticorpos secundarios utilizados
foram anti-mouse conjugado a FITC (Jackson ImmunoResearch, 97619, 1:120), anti-rabbit
Texas Red (Jackson ImmunoResearch, 90519, 1:250) ou anti-rabbit Rhodamine red
(Jackson ImmunoResearch, 111-295-003, 1:200), incubados por 1 hora a temperatura
ambiente. Depois das incubacdes as células foram lavadas novamente com PBS, as
laminulas foram retiradas da placa de cultura e posicionadas sobre uma lamina de vidro
prépria para microscopia. Os nucleos celulares foram marcados com a adicdo do meio de
montagem contendo DAPI e a visualizacdo foi feita em microscopio confocal (Zeiss
Microscopy LSM 880; Leica Microsystems SP 8).
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3.4.2 Microscopia Eletrénica de Transmissao

Nesta técnica foram utilizadas exclusivamente células da linhagem Neuro-2a
previamente transfectadas com os plasmideos hSOD1-Wild type, hSOD1-G93A ou vetor

vazio.
Preparo das amostras

As células, em uma densidade de 2,5 x 10° por tratamento, foram transferidas para
microtubos identificados e centrifugadas a 800 rpm. Os pellets resultantes foram fixados
com uma solucdo de Glutaraldeido 0,3% em Tampédo Fosfato (Sorensen) 0,1M e
Paraformaldeido 4% durante 2 horas a 4°C. Em seguida, as amostras foram lavadas com
Tampédo Fosfato 0,1M por cinco vezes de 10 minutos a 4°C, desidratadas através de
banhos sucessivos em diferentes concentraces de alcool etilico (70%, 95% e 100%), a
temperatura ambiente, e embebidas em solucdo de alcool 100% + resina acrilica LR White
(Electron Microscopy Scienses, Ft Washington, U.S.A) na propor¢do de 1:1 em dois
banhos de 10 minutos a temperatura ambiente. Por fim, as células foram colocadas na
resina LR White e deixadas overnight, sob agitacdo, a 4°C. No dia seguinte, as amostras
foram novamente impregnadas com LR White, recém preparada, em trés banhos de 10
minutos a temperatura ambiente e, em seguida, foram transferidas para moldes (capsulas
de gelatinas) com resina. As céapsulas de gelatina contendo as amostras foram, entdo,
colocadas em uma estufa, a 58°C e 14 permaneceram por 72 horas. Ap0s essa etapa, foram
efetuados cortes ultrafinos, utilizando o ultramicrétomo Leica Ultracut UCT. Os cortes,
recolhidos em grades (telas) de niquel de 200 mesh, foram submetidos a técnica de

marcacdo de imuno-ouro, para deteccdo da proteina COORF72.

Marcacgao com Ouro (Imuno-ouro)

As grades foram submersas em gotas de tampdo Tris-HCL 0,05M, pH 7.2,
contendo 0,15 M de NaCL (TBS) e 1% de albumina sérica bovina (BSA — Sigma, St
Louis, USA) por 5 minutos. Depois, foram bloqueadas com soro normal de cabra (NGS —
Amersham, Little Chalfont, UK) diluido 1:30, durante 30 minutos a 4°C. Os cortes foram
entdo incubados com o anticorpo primario anti-C9ORF72 (Proteintech, 66140-1-1g, 1:50),
diluido em TBS com 1% BSA, overnight a 4°C. Os controles foram incubados com soro
ndo imune sob as mesmas condicdes. Apos lavagem em TBS com 0,2% BSA e 0,1%

Tween 20 as amostras foram colocadas em TBS pH 8,2 com BSA a 1% durante 30
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minutos a temperatura ambiente e incubadas com o anticorpo secundéario 1gG anti-rabbit
conjugado a particulas de ouro de 12 nm (Jackson Immuno Research, c6d. 111-205-144,
1:15) diluido em TBS pH 8,2 com 1% BSA durante 1 hora a temperatura ambiente. Apos
esse periodo, as grades foram lavadas com TBS pH 7,2 contendo BSA a 0,2% e Tween 20
a 0,1%, e lavadas novamente com a mesma solu¢cdo sem BSA. Apos fixagdo em
glutaraldeido a 2,5% em tampéo cacodilato de sddio 0,1 M por 10 minutos a temperatura
ambiente, as amostras foram lavadas com agua destilada, contrastadas com acetato de
uranila 2% (solucdo aquosa) e citrato de chumbo 0,2% por 10 minutos em cada solucdo, e
observadas no microscaépio eletrénico de transmissdo (MET) com suporte do laboratério de
microscopia, sob responsabilidade do Professor Dr. Alberto Ribeiro, e do especialista em

microscopia Waldir Caldeira.

3.5 Ensaios de Colocalizacao entre COORF72 e RabGTPases

As células do cértex motor, medula espinhal e da linhagem Neuro-2a foram
submetidas a imunofluorescéncia, conforme a metodologia ja descrita no topico 3.5.1 deste
trabalho. As diferentes combinacdes de anticorpos primarios e secundarios que foram
utilizados foram escolhidas conforme o tipo da cultura celular: cultura primaria ou de

linhagem. Se linhagem, transfectadas com plasmideo contendo eGFP ou ndo.

Os anticorpos primarios utilizados foram anti-CO9ORF72 (Santa Cruz, sc-138763,
1:100), anti-Rab7 (Santa Cruz, sc-376362, 1:100) e anti-Rabla (Santa Cruz, sc-311,
1:100). Os anticorpos secundarios estdo descritos na tabela abaixo:

Tabelal. Lista dos anticorpos secundarios usados nos experimentos de colocalizagdo

Anticorpo/marca Cddigo Diluicéo
Alexa Fluor® 488 (anti-mouse) A-11029 1:200
Alexa Fluor® 594 (anti-mouse) A-11005 1:250
Alexa Fluor® Pacific Blue (anti-mouse) P-31582 1:250
Alexa Fluor® 488 (anti-rabbit) A-21206 1:200
Alexa Fluor® 594 (anti-rabbit) A-11037 1:250
Alexa Fluor® Pacific Blue (anti-rabbit) P-10994 1:250
Rhodamine Red 111-295-003 1:200

Para a lista completa dos anticorpos utilizados em todos 0s experimentos de

imunofluorescéncia, ver o anexo Il.
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A anélise quantitativa dos dados de colocalizacdo entre COORF72 e as proteinas
Rab7 ou Rabla foi realizada utilizando-se o plugin “Coloc2” do software Image J (NIH).

3.6 Fracionamento Celular

Este protocolo de fracionamento celular ¢ uma adaptagdo da metodologia
desenvolvida pela ABCAM para separacdo de nucleos, membranas, mitocondrias e
citoplasma. A metodologia original completa pode ser consultada na biblioteca de
protocolos da companhia (https://www.abcam.com/protocols/subcellular-fractionation-

protocol).

O meio de cultura foi retirado e as células da linhagem Neuro-2a foram lavadas 1x
com PBS gelado. Com o auxilio de um raspador (cell scraper) e uma pipeta, as células
foram transferidas para um microtubo e incubadas no gelo durante 15 minutos com 500 uL
de tampéo de fracionamento. A suspensdo de células foi passada através de uma agulha de
calibre 27 (27g) embutida em uma seringa de 1ml até que todas as células fossem lisadas.
O lisado ficou no gelo por 20 minutos antes de ser centrifugado a 3.000 rpm por 5 minutos
a 4°C. Apés a centrifugacao, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo identificado

como fragdo citoplasmatica.

O pellet foi lavado 1 x com 500 pL de tampao de fraccionamento, dispersado com o
auxilio de uma ponteira, passado por uma agulha calibre 25 (25g) por 20 vezes e
centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em TBS com 0,1% de SDS. A suspensdo foi sonicada brevemente para
quebrar 0 DNA gendémico e homogeneizar o lisado. Apds uma breve centrifugacdo, o

lisado foi transferido para um novo tubo identificado como fracéo nuclear.

A receita do tampdo de fracionamento é a seguinte: HEPES 20mM (pH 7,4), KCI
10mM, MgCl, 2mM, EDTA 1mM, EGTA 1mM, 0,02% de DTT 1mM e 0,5% de Coquetel
inibidor e protease (Sigma). Os dois ultimos reagentes foram adicionados somente no

momento do uso.

A quantidade de proteina presente nas fracdes nuclear e citoplasmaética foi acessada
por meio do método de Bradford (1976). Ap6s a quantificacdo as proteinas foram
submetidas a separacgéo por eletroforese e western blotting.
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3.7 Silenciamento génico por lipofecgédo de sSIRNA

Quando as culturas de linhagem Neuro-2a atingiram uma confluéncia de
aproximadamente 70%, o meio de cultivo (DMEM suplementado) foi descartado e as
celulas foram submetidas as condi¢Bes indicadas para a transfeccdo com Lipofectamina
3000 (Invitrogen), conforme protocolo do fabricante. Utilizou-se uma concentragdo de 70
pmol do siRNA especifico para a isoforma longa da proteina C9ORF72 (siRNA-C9-L) -
visto que é a isoforma mais abundante em camundongos - ou de siRNA scramble, ambos

desenhados através da plataforma BLOCK-iT™ RNAi Designer da Invitrogen (Tabela 2).

Tabela 2. Sequéncias Nucleotidicas dos siRNAs C9orf72 e Scramble

SIRNA Sequéncia de Nucleotideos (5° — 3°)
CIORF72-  Sense GCGGCUACCUUUGCUUACUGGGAUA
long Anti-sense UAUCCCAGUAAGCAAAGGUAGCCGC
Sense GCGCCAUGUUUAUUCGGUCGCGAUA

Scramble i
Anti-sense UAUCGCGACCGAAUAAACAUGGCGC

Apbs a transfeccdo, as células foram cultivadas em estufa a 37,5°C em 5% de CO..
Passado o periodo de 24 horas as culturas foram lisadas para extracdo de proteinas e
western blotting ou as células foram fixadas com paraformaldeido 4%, imunomarcadas
com anti-COORF72 e posteriormente com um anticorpo secundario fluorescente para
visualizacdo em microscopio confocal (Leica Microsystems). Ambas as técnicas
permitiram a andlise da eficiéncia da transfeccdo, uma vez que os oligonucleotideos nao

séo conjugados a sondas fluorescentes.

A concentracdo de siRNA e o tempo de transfeccdo foram determinados
previamente através de um processo de dose-resposta, utilizando como base valores ja
descritos na literatura. Determinado os valores que seriam utilizados na lipofecgéo, as
culturas foram analisadas visualmente quanto a mortalidade celular através de ensaios de

coloragéo com azul de Tripan (Gibco, 10 pl).

3.8 Superexpressdo de COORF72

As células Neuro-2a em cultura foram transfectadas com 600 ng do vetor

fluorescente pEGFP-C2 contendo a sequéncia da proteina C9ORF72 isoforma longa (long,
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C9-L), utilizando a Lipofectamina 3000 (Invitrogen) e seguindo o protocolo
disponibilizado pelo fabricante. As células transfectadas com o plasmideo C9-L durante 24
horas foram fixadas com paraformaldeido 4% e submetidas a técnica de
imunofluorescéncia. Ja para Western Blot, as células Neuro-2a foram transfectadas com o
plasmideo C9-L por 6 horas ou co-transfectadas com siRNA-C9-L durante 18 horas e ap6s
esse periodo, 0 meio com siRNA foi retirado e 0 meio Optmem (Gibco) com o plasmideo
C9-L e Lipofectamina 3000 foi adicionado nas culturas. As células ficaram por mais 6

horas na incubadora a 37,5°C e 5% CO: e depois foram lisadas para extracdo das proteinas.

O plasmideo (C9-L) foi gentilmente doado pelo professor Dr. Shangxi Xiao, do
Centro de Pesquisa em Doencas Neurodegenerativas da Universidade de Toronto, no
Canada (XIAO et al., 2015).

3.9 Fluxo Autofagico

O fluxo autofagico foi monitorado utilizando o vetor fluorescente
LC3eGFPmCherry. A expressao do eGFP é restrita aos autofagossomos e o mCherry pode
ser encontrado nos autofagossomos e autofagolisossomos. O fluxo autofagico foi calculado
pela razdo entre 0 nimero de vesiculas apresentando as duas fluorescéncias (eGFP e

mCherry), pelas vesiculas apresentando apenas o sinal da mCherry (Kimura et al., 2007).

Apos 20 horas da transfec¢do com siRNA, as culturas de linhagem Neuro-2a foram
transfectadas com 1000ng de LC3- eGFPmCherry utilizando lipofectamina 3000
(Invitrogen), de acordo com o protocolo da companhia. Apés 4 horas as células foram
fixadas com paraformaldeido 4% e montadas em ldmina de vidro com meio de montagem
sem DAPI.

As células foram avaliadas em microscopia confocal nos comprimentos de onda de
excitacdo de 488nm para eGFP e 535nm para mCherry, a emisséo foi registrada a 520nm e
620nm, respectivamente. A analise quantitativa dos dados foi realizada utilizando-se o

programa Image J (NIH) e o plug-in “Find maxima”.

3.10 Homeostase do Reticulo Endoplasmatico

Quando as celulas Neuro-2a em cultura atingiram uma confluéncia de
aproximadamente 90% foi adicionado ao meio de cultivo a Probe molecular ER Tracker

Blue-White DPX (Molecular Probes) a uma concentragéo final de 1 uM. As células foram
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incubadas por 30 minutos a 37°C e 5% de CO2. Apds a incubacdo as células foram lavadas
com PBS, fixadas com paraformaldeido 4% e visualizadas em microscopio confocal (Leica

Microsystems).

3.11 Extracao de Proteinas e Western Blotting

Os tecidos de Cortex motor e medula espinhal extraidos de camundongos neonatos,
assim como as células das culturas de linhagem Neuro-2a, foram lisados e
homogeneizados utilizando-se 250ul de tampao de lise constituido de 1% NP40, 0,5%
deoxicolato de sddio, 1% SDS, 1mM EDTA, 1mM EGTA e 1% coquetel inibidor de
proteases (Sigma). A quantidade de proteina em cada lisado foi acessada pelo método de
BRADFORD (1976). A curva de calibracao foi feita utilizando-se albumina em quantidade
de 0 a 16 g de proteina por poco.

As amostras foram aplicadas as canaletas do gel de poliacrilamida a 12% ou 15%
para separacdo por eletroforese. Em seguida, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose que foi blogueada e incubada com um ou mais dos seguintes
anticorpos primarios: anti-C9ORF72 (Santa Cruz, sc-138763, 1:500) anti-COORF72
(Proteintech, 66140-1-1g, 1:500), anti-Rab7 (Santa Cruz, sc-376362, 1:200), anti-beclinal
(Santa Cruz, sc-11427, 1:1000), anti-p-62 (Cell Signaling, #5114, 1:1000), anti-LC3 (Cell
Signaling #3868, 1:500), anti-Rabla (Santa Cruz, sc-311, 1:500), anti-ATF6a (Santa Cruz,
sc-166659, 1:1000), anti-CHOP (Santa Cruz, sc-166682, 1:500), anti-Lamina B1 (Santa
Cruz, sc-54145, 1:500), anti a-Tubulina (Sigma, T6199, 1:1000). A imunodeteccdo desses
anticorpos foi utilizada para avaliacdo da expressdo da proteina C9ORF72, avaliacdo da
iniciacdo da autofagia, trafego e maturacdo de autofagossomos, homeostase do reticulo
endoplasmatico e eficiéncia do fracionamento celular. A diluicdo e as condicdes de

incubacdo dos anticorpos descritos neste topico estdo detalhadas no anexo Il1.

Os anticorpos secundarios utilizados foram anti-mouse IgG (GE Healthcare,
NA931, 1:6000), anti-rabbit IgG (GE Healthcare, NA934, 1:10000) e anti-goat 1gG
(Abcam, ab97110, 1:2000), conjugados a peroxidase (HRP). A incubacdo das membranas
com estes anticorpos foi feita a temperatura ambiente durante 1 hora. As membranas foram
entdo lavadas e a marcacdo foi revelada através de incubacdo com reagente
quimioluminescente (Western Enhancing Chemiluminescence Reagent Plus, ECL Kit,

Perkinelmer, EUA) durante 1 minuto e exposi¢do a filme apropriado (Hyperfilm ECL,
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Amersham Biosciences) revelados conforme instruc6es do fabricante ou pela utilizagdo do
fotodocumentador ImageQuant LAS 4000 sob responsabilidade da Prof*® Dr? Maria Rita

Passos Bueno.

O controle de loading foi feito com Ponceau-S ou com o anticorpo contra a B-
actina (Santa Cruz, sc47778, 1:1000), para normalizacdo. Os filmes foram quantificados

por densitometria dptica usando o programa ImageJ (NIH).
3.12 Analise Estatistica

Os resultados foram avaliados usando o programa GraphPadPrism para Windows
(versdo 5.0, GraphPadSoftware, San Diego, Califérnia, USA). Os testes estatisticos
adotados foram o Teste-t e andlise de variancia de uma via (ANOVA) com pos-teste de
Bonferroni para comparagdo entre todos os grupos de estudo. A colocalizacdo entre
CI90RF72 e outras proteinas foi analisada pelo coeficiente de sobreposicdo de Mander
(Mander's overlap coefficient - MOC). O nivel de significancia foi estabelecido em 5%
(p<0,05).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacdo e Padronizacdes
4.1.1 Caracterizacao das culturas

As culturas primérias do cértex motor e da medula espinhal apresentaram 57% e
59% de neurbnios, respectivamente (Figura 10 e Tabela 3). J& as células Neuro-2a

confirmaram ser imunorreativas ao marcador neuronal MAP2 (Figura 10 e Tabela 3).
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Figura 10. Caracterizacdo da cultura priméria de cOrtex e medula espinhal de camundongos e
linhagem Neuro-2a. Nas fotomicrografias a proteina MAP-2 evidencia o citoesqueleto neural em (A) cortex
motor, (B) medula espinhal e (C) linhagem celular de neuroblastoma de camundongo. Barra de escala 50 um.

Tabela 3. Porcentagem de células positivas 8 MAP2 em cada cultura celular. DAPI indica o nimero total de

nucleos marcados.

Area DAPI % Células MAP2 positivas
Cortex Motor 324 186 (57,5%)
Medula Espinhal 212 125 (58,9%)
Neuro-2a 417 417 (100%)
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As culturas primérias foram caracterizadas também quanto a presenca de neurénios
motores. A figura 11 mostra células positivas para os marcadores SMI e colina acetil

transferase, indicando que as culturas sdo apropriadas para as analises propostas.

Cortex Motor

inhal

Medula Es

Figura 11. Neur6nios motores das culturas de medula espinhal e cértex motor. O anticorpo anti-Chat
detecta a presenca da enzima Colina acetil transferase, caracteristica de neurérios motores colinérgicos da
medula espinhal, enquanto o anticorpo anti-SMI32 reage seletivamente com neurofilamento H de
subconjuntos de neurbnios piramidais do neocortex. Escala 20 pum.
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4.1.2 Padronizagéo da Transfeccdo com hSOD1

As células da linhagem Neuro-2a foram transfectadas durante 48 horas com o0s
plasmideos GFP-hSOD1-Wt e GFP-hSOD1-G93A utilizando lipofectamina® 3000
(Thermo Fisher Scientific). A figura 12 revela a eficiéncia da transfecgéo, ilustrando alta
eficiéncia de expressdo dos plasmideos.

hSOD1- Wt

hS0D1-G93A

Figura 12. Células Neuro-2a transfectadas
com plasmideo para expressdo da proteina
hSOD1. As Proteinas hSOD1 wild type (B) e
hSOD1 mutante G93A (D) sdo identificadas pela
fluorescéncia verde emitida pela proteina
reporter GFP conjugada. As imagens (A) e (C)
sdo fotomicrografias capturadas com contraste
diferencial de fase — DIC. Aumento de 100x. (E)
Andlise por western blotting da expressdo da
proteina hSOD1 mutante G93A em lisado de
células Neuro-2a transfectadas. Barra de escala
................................................. 150 pm.

GI3A Wt EV.
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4.1.3 Transfeccdo com plasmideo eGFP-C2-C90ORF72-long

A fim de se analisar as melhores condic6es de transfeccdo para o plasmideo eGFP-
C2-C90RF72-long (C9-L), foram realizados testes de transfeccdo para o referido
plasmideo em cultura de células Neuro-2a com 600 ng de DNA durante 2, 6 e 24 horas de
transfeccdo, respectivamente. Conforme mostra a figura 13, a partir de 6 horas de
transfeccdo ja é possivel obter uma boa quantidade de células expressando a proteina C9-L.

2 horas 6 horas 24 horas

Figura 13. Fotomicrografias ilustrando a transfeccdo com o plasmideo eGFP-C2-C9orf72-long em
células da linhagem Neuro-2a. As células foram transfectadas durante 2, 6 e 24 horas. As imagens foram
capturadas com contraste diferencial de fase (DIC) e com laser que detecta a emissdo de fluorescéncia verde,
presente somente nas células que receberam o plasmideo. Barra de escala 50 pum.

4.1.4 Ensaio de silenciamento génico

Para testar o silenciamento de C9ORF72, células da linhagem Neuro-2a foram
transfectadas, utilizando a lipofectamina® 3000, com diferentes concentragfes do SIRNA
dupla fita contra C9ORF72, durante 5, 8 (dados ndo mostrados) e 24h. SO foi possivel
observar reducdo na expressdo de C9ORF72 com 24 horas de transfeccdo, dados
mostrados na figura 14. A concentracdo de 70 pmol foi a que gerou a melhor eficiéncia de
silenciamento, mostrando uma reducdo de aproximadamente 60% na expressdao do gene

alvo.
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Figura 14. Teste de silenciamento da proteina COORF72, isoforma longa. (A) O Gréafico apresenta os
niveis enddgenos da proteina C9ORF72 apo6s silenciamento por siRNA. (B) A figura detalha a sequéncia
nucleotidica do ds-siRNA e sua regido de hibridagcdo no mRNA.

\O indice de morte celular com a transfec¢éo de 70 pmol de siRNA durante 24 horas
foi acessado pelo método de coloracdo com azul de Trypan, em que células com a
membrana plasmaética integra excluem o corante, enquanto células com a membrana
danificada, ndo viaveis, permitem a entrada do corante tornando seu citoplasma azul
(STROBER, 2001). O resultado, apresentado na figura 15, indica que a taxa de morte

celular nas culturas transfectadas com siRNA foi desprezivel.

Sem tratamento siRNA scramble siRNA C9orf72

a (N ' o
S A - e o) / . = £ P A el ooty

Figura 15. Teste de Viabilidade celular com azul de Trypan. As células Neuro-2a foram submetidas a
lipofeccdo com siRNA a 70 pmol durante 24 horas. A seta indica uma célula ndo viavel. Nao foram
encontradas taxas significativas de morte celular. Barra de escala 50 pm.
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4.2 A proteina COORF72 tem distribuicdo celular ampla

A proteina CO9ORF72 esta presente em neurdnios e em células da glia da medula

espinhal e do cortex motor de camundongos neonatos (Figura 16).

MAP-2 Merge+DNA

Cortex Motor

Medula espinhal

Figura 16. C9ORF72 estd presente em neur6nios e em células da glia do cértex motor e medula
espinhal de camundongos. Os Neurdnios podem ser identificados pela marcacdo verde do anticorpo anti-
MAP2, enquanto as células da glia aparecem destacadas somente em vermelho pelo anticorpo anti-
C90RF72. E possivel notar que tanto neurdnios quanto as células da glia apresentam marcacio vermelha,
indicando a presenca de C9ORF72 em ambos os tipos celulares. As setas e 0s quadros pontilhados apontam
para células da glia nas culturas do cortex motor e medula espinhal, respectivamente. Imagens de

microscopia confocal. Barra de escala 20 pm.

C90RF72 também foi identificada no nucleo e no citoplasma das células primarias,
como mostra a figura 17. Alguns trabalhos apontam para uma expressdo diferencial de
CI90RF72, sendo a isoforma longa a mais expressa no citoplasma enquanto a isoforma
curta € mais expressa na membrana nuclear, sugerindo inclusive papeis distintos para C9-L

e C9-S (ATKINSON et al., 2015; XIAO et al., 2015).
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Figura 17. A proteina CO9ORF72 esta presente no nucleo (azul) e citoplasma das células. Neurdnios
marcado em verde com anti-MAP2. Vermelho corresponde a proteina COORF72. A seta indica a regido da
célula que aparece ampliada no canto esquerdo da imagem. As imagens foram capturadas em Z-stack por
microscopia confocal. A espessura das fatias € mostrada pelos valores em cada imagem (um). Escala 20 um.

Com intuito de observar especificamente a distribuicdo celular da isoforma longa
de C90ORF72, células da linhagem Neuro-2a foram fixadas, submetidas a ensaios de
imuno-ouro utilizando o anticorpo primario anti-C9ORF72 (Proteintech, 66140-1-1g), e um
anticorpo secundario conjugado a esferas de ouro de 12 mm, e visualizadas em
microscopio eletronico de transmissdo. E importante destacar que segundo informagcdes do
proprio fabricante, o anticorpo anti-CO9ORF72 (Proteintech, 66140-1-1g) detecta somente a
isoforma longa da proteina C9ORF72, C9-L, fato atestado pelos experimentos de westen
blotting realizados por FRICK et al. (2018) e pelo trabalho de avaliacdo de anticorpos
comerciais de DAVIDSON et al. (2018).

A proteina C9-L foi detectada tanto no interior do nucleo quanto no citoplasma das

células, livre ou associada a membrana de vesiculas e a membrana nuclear (figura 18).
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Figura 18. Eletromicrografias de células da linhagem Neuro-2a mostrando a distribuicéo celular de
C90RF72. Ntcleo (Nuc), Citoplasma (Cyto), envelope nuclear (en) e vesiculas (vs). (A) A seta 1 aponta para
imuno marcacdo de C9ORF72 nuclear. A cabeca de seta indica C9 presente na membrana que delimita o
nacleo. COORF72, indicada pelas setas 2 e 3 (B), 4 e 5 (C), aparece na membrana e no interior de vesiculas
citoplasmaticas com conteldo amorfo e eletrodenso, semelhante a vacuolos autofdgicos. (D) A seta 6 aponta
para C9ORF72 citoplasmatica, enquanto cabega de seta indica C9 associada a membrana de uma vesicula,
aparentemente vazia. (E) C9ORF72 também aparece nas regides mais escuras do nicleo onde ha maior
concentracdo de DNA. As cabecas de seta apontam as regides amplificadas no canto superior direito de cada
imagem. As barras de escala equivalem a 0,5 um em todas as imagens.

4.3 Distribuicdo celular de COORF72 em celulas Neuro-2a modelo de esclerose

lateral amiotrofica

A partir da lipofecgdo com plasmideos para expressao da proteina humana mutante
hSOD1-G93A, propensa a agregagdo, foram obtidas culturas de células da linhagem
Neuro-2a modelo de Esclerose Lateral Amiotréfica, semelhante ao modelo descrito no
trabalho de OH et al. (2008). Foram geradas culturas expressando também o transgene
hSOD1 selvagem (Wt) e células transfectadas com o vetor vazio (E.V.) que foram

utilizadas como controles.  Essas culturas foram submetidas a experimentos de
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imunofluorescéncia utilizando o anticorpo primario anti-C9ORF72 (sc-138763), para

deteccdo de C9 total, e observadas no microscopio confocal.

A distribuicdo celular da proteina CO9ORF72 citoplasmatica parece inalterada nas
culturas de Neuro-2a SOD1-G93A em relacdo a Wt e controle. Por outro lado, analises
quantitativas revelaram maior porcentagem de C9ORF72 no nulcleo de células que
expressam o transgene hSOD1 mutante (figura 19) em relacdo a Wt e controle. A
quantificacdo foi realizada pela analise de co-localizacdo entre C9ORF72 e o marcador

nuclear DAPI utilizando software Image-J.
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Figura 19. Ha& mais colocalizagdo entre COORF72 e nucleo em células Neuro-2a que expressam SOD1
mutante. (A) Células transfectadas com o vetor vazio (E.V). (B) e (C) Células transfectadas com hSOD1
wild type, Wt, e hSOD1 mutante G93A, respectivamente. A proteina C9orf72 est4d marcada em vermelho. As
setas apontam a regido da célula que foi amplificada. (D) Quantificagdo de COORF72 nuclear. Anélise
estatistica One way ANOVA, p0s teste de Bonferroni, (**p< 0,01). Dados apresentados como média + SEM.
N=5. Escala 20 um.
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Dado que héa indicios da expressdo diferencial das isoformas de C9ORF72 nos
diferentes compartimentos celulares, foram realizados ensaios de imuno-ouro utilizando a
microscopia eletrénica de transmissdo para determinar a contribuicdo de C9-L para o

aumento da proteina COORF72 no compartimento nuclear.

O resultado apresentado na figura 20 indica que hd um aumento na quantidade de
C90RF72, isoforma longa, no nucleo das células, sugerindo que a proteina de 481
aminoacidos também desempenha uma funcdo nuclear e que seu aumento esta associado a
presenca da proteina humana SOD1 mutante (G93A), propensa a agregacao.

400-

300

2004
100+ T

C90rf72 Puncta/pm?
% do controle (E.V.)

EV. Wt G93A

Figura 20. Expressdo de CO9ORF72, isoforma longa, no nacleo de células Neuro-2a. Em (A), (B) e (C)
as setas apontam para a regido amplificada. Cyto indica a area das células correspondente ao citoplasma,
enquanto Nuc indica a regido nuclear. (D) Quantificagdo das punctas de COORF72. Anélise estatistica One
way ANOVA, pds teste de Bonferroni, (*p<0,05). Dados apresentados como média + SEM. N=3. Barra de

escala 0,5 um.

4.4 A presenga de hSOD1 mutante leva a translocacéo nuclear da proteina

C90RF72 em linhagem celular Neuro-2a

Para determinar se o aumento de punctas de C9ORF72 no nucleo estava

correlacionado a um aumento nos niveis totais de expressdo dessa proteina, amostras de
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células Neuro-2a, dos trés grupos de transfeccdo (E.V, Wt e G93A), foram submetidas a
separagdo por eletroforese e western blot. Os niveis totais da proteina C9ORF72 enddgena
se mostraram inalterados (figura 21-A), sugerindo que na presenca de hSOD1 mutante, a

isoforma longa da proteina C9ORF72 é translocada para o ndcleo.

A quantidade de proteina C9ORF72 no nulcleo das células foi analisada ainda
através de fracionamento celular e western blotting (figura 21-C). O resultado corrobora os
dados obtidos por microscopia confocal e eletronica, sugerindo um aumento de C9ORF72

no nucleo de células hSOD1-G93A, ainda que nao significativo (figura 21-D).
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Embora o anticorpo anti-C9ORF72 (sc-138763) tenha afinidade por um epitopo
presente nas isoformas longa (55 kDa) e curta (25 kDa) de CO9ORF72, ndo foi possivel
detectar por western blot a isoforma curta (C9-S), como mostrado na figura 21-B. De
forma semelhante, LESKELA et al. (2019) também n&o detectaram a expressdo enddgena
da isoforma curta em células Neuro-2a. FRICK et al. (2018) encontraram resultados
semelhantes em sua pesquisa com células humanas e murinas, sugerindo que a isoforma A,
de 481 aminoéacidos (C9-L), é a principal e predominante isoforma proteica expressa no

sistema nervoso central humano e de camundongo.

Em conjunto, esses dados levantam um questionamento: qual papel a isoforma
longa de COORF72 desempenha no nicleo, que justifique sua translocacdo na presenca de

um fator de estresse, como a SOD1-G93A?

Uma hipoétese plausivel parte do principio de que CO9ORF72 interage, através da
regido de repeticdo hexanucleotidica GGGGCC, com proteinas de ligacdo a RNA e
ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares (hnRNA). Logo, a transloca¢do nuclear de C9-
L seria um mecanismo responsivo para regulacdo do metabolismo de RNAs, transporte
dessas moléculas do ndcleo para o citoplasma ou controle da traducdo, a fim de
reestabelecer a homeostase celular (FARG et al., 2014; MORI; LAMMICH,; et al., 2013).

4.5 Analise da expressdo de proteinas da via autofagica em modelos de ELA

Células da linhagem Neuro-2a apresentam formacdo de agregados da proteina
SOD1 apds 8 horas de transfeccdo com plasmideo para superexpressdo de SOD1 humana
mutante G93A, e a presenca da proteina mutante propensa a agregacao € suficiente para
induzir nas células o estresse do reticulo endoplasmatico (OH et al., 2008). Além disso, a
eficiéncia da autofagia aparece diminuida em camundongos modelos da esclerose lateral
amiotrdfica em estagio assintomatico (XIE et al., 2015). Embora os niveis de expressao de
C90RF72 ndo apresentem variacdes entre o grupo controle e grupo com superexpressao de
SOD1 mutante, como detalhado no tépico anterior, os dados da literatura apoiam a ideia de
que outras proteinas autofagicas poderiam ter sua expresséo alterada na presenca de SOD1-
G93A, ou quem sabe, pela translocacdo nuclear de COORF72.

Portanto, para analisar possiveis diferencas nos niveis de expressdo de proteinas
envolvidas na autofagia, foram realizados ensaios de Western blot com lisados de células
Neuro-2a para a detec¢do de Beclina-1, que atua na iniciacdo da autofagia, LC3 I/Il, um

marcador de autofagossomos, P62, proteina adaptadora que faz a ponte entre cargas
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marcadas para a degradacdo e o autofagossomo, Rab7, GTPase fundamental para a
maturagdo e transporte de endossomos e Rabl, GTPase envolvida no recrutamento de
membrana para formacao do fagoforo, além de COORF72, de funcdo amplamente discutida

neste trabalho (Figura 22).

Nenhuma das proteinas analisadas apresentou altera¢@es significativas na expressao
entre 0s grupos experimentais. Entretanto, vale destacar que Beclina-1, P62 e Rabl tiveram
seus niveis enddgenos reduzidos nas amostras de células transfectadas com SOD1-G93A,
como mostrado nos gréaficos da figura 22-B, D e F. A reducdo na expresséo de Beclina-1 e
Rab1 poderiam implicar em disfun¢des na maquinaria de iniciacdo da autofagia enquanto a

diminuicdo de P62 pode ter razdes controvérsias.
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Figura 22. Analise da expressao de proteinas da via autofagica em linhagem Neuro-2a. E.V. = culturas
transfectadas com o vetor vazio, utilizadas como controle; Wt = culturas transfectadas com o plasmideo
hSOD1-wild type; G93A = culturas transfectadas com o plasmideo para expressdo da proteina mutante
hSOD1-G93A. (A). Nao foi possivel detectar a isoforma de 25 KDa de C9ORF72. (B) Quantificacdo da
expressdo de Beclina-1. (C) O grafico apresenta a razdo entre os niveis endégenos das proteinas LC3I (banda
superior) e LC3 Il (banda inferior), normalizados por ponceau. (D), (E) e (F) Quantificacdo das referidas
proteinas indicadas no eixo Y de cada grafico. Andlise estatistica One way ANOVA seguido do pos-teste de
Bonferroni. Dados apresentados como média £ SEM. N=5.
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Se, por um lado, a redugdo nos niveis de P62 tem sido amplamente utilizada como
sinal de maior atividade autofagica, uma vez que, ao entregar substratos para a degradacéo,
ela mesma é degradada via formacéo dos autofagolisossomos (PANKIV et al., 2007), por
outro lado, P62 é uma proteina envolvida em inumeras vias intracelulares, como a via de
ativacdo de NF-kB e oligomerizagdo de caspase-8, portanto, existem outros mecanismos,
além de alteracBes na atividade autofagica, que podem afetar seus niveis enddgenos
(MOSCAT & DIAZ-MECO, 2009; MOSCAT et al., 2016). Por exemplo, um estudo
recente demonstrou que a proteina parkina, uma ligase de ubiquitina E3, pode promover a
degradacdo proteossomal de P62, reduzindo significativamente seus niveis em células SH-
SY5Y por uma via independente da autofagia (SONG et al., 2016). Mas, P62 também se
mostrou sujeita a degradacdo proteossomal por uma via dependente de autofagia com
ubiquitinacdo induzida por ATG16L1, em fibroblastos embrionarios de camundongo
(LEE, J. et al., 2012).

Além disso, a diminuicdo nos niveis de P62 também poderia ser explicada como
efeito de sua clivagem, juntamente com outras proteinas autofagicas, por caspases 6, 8 e
calpaina 1 (NORMAN et al., 2010), assim como seu aumento poderia ser resultado de
regulacdo transcricional e ndo necessariamente de prejuizos na degradacdo autoféagica
(KIM, J. H. et al., 2014). Dadas essas informac@es, a quantificacdo de P62, por si s6, ndo
representa um bom indicador de fluxo autofagico, devendo ser analisada em conjunto com

outros experimentos.

A reducdo nos niveis de BECNL1 (figura 22-B) sugere um mecanismo de iniciagdo
de autofagia deficiente, visto que a associacdo dessa proteina a membrana do fagoforo é
critica para a formacéo dos autofagossomos, e consequentemente para a autofagia (KANG
et al., 2011). Porém, é importante salientar que niveis reduzidos de Beclina-1 sdo comuns
em células cancerigenas, que é o caso desse modelo de estudo (LIANG et al., 1999;
MIRACCO et al., 2007).

Dado que neurbnios primarios sdo mais sensiveis a quaisquer alteracdes na
dindmica intracelular, esbocando uma resposta mais acentuada que células de
neuroblastoma, anélises semelhantes foram realizadas utilizando lisado de células extraidas
do cortex motor de camundongos transgénicos para 0s genes SOD1 humana selvagem ou
mutante, a fim de avaliar melhor os efeitos de SOD1 mutante sobre a expressao de
C90RF72 e outras proteinas autofagicas (figura 23).
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Semelhante ao resultado encontrado em células Neuro-2a, nas células de tecido do
cortex motor a proteina COORF72 ndo apresentou mudancgas em seus niveis (figura 23-A),
assim como Beclina-1, que também ndo mostrou alteracbes significativas nos niveis
proteicos, mas contrasta com a leve diminuicdo (embora néao significativa) encontrada nas
celulas Neuro-2a. Por outro lado, os resultados de LC3 e Rab7 (figura 23 - C e D) indicam
maior expressao das respectivas proteinas em amostras de animais modelo de ELA, o que
pode ser considerado um indicativo de aumento na atividade autofagica que, juntamente
com a reducdo nos niveis de P62 observados em células de linhagem Neuro-2a (figura 22-

D), corroboram a hipdtese de autofagia aumentada na presenca de SOD1 mutante.
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Figura 23. Analise da expressdo de proteinas autofagicas no cértex motor de camundongos. Amostras
obtidas de animais ndo transgénicos (CTRL); amostras extraidas de animais transgénicos para o gene
humano SOD1 wild type (Wt) ou SOD1 Mutante (G93A). (A) Niveis endégenos da proteina COORF72. A
isoforma curta, de 25 kDa, ndo foi detectada, portanto, as bandas apresentadas representam a isoforma longa,
de 55 kDa. (B) Quantificacdo da expressdo de Beclina-1. (C) O gréfico apresenta a razdo entre 0s niveis
enddgenos das proteinas LC3 | (banda superior) e LC3 Il (banda inferior), normalizados por ponceau (D)
Quantificacdo da expressdo de Rab7. Analise estatistica One way ANOVA, seguida do pos-teste de
Bonferroni (*p<0,05 e #p<0,1). Dados apresentados como média + SEM. N=3

Entretanto, embora a quantidade de LC3 Il seja um bom indicador de formacéo de
autofagossomos, ndo significa ocorréncia de atividade autofagica. Na verdade, o aumento
de LC3 Il pode indicar tanto maior formacao quanto acumulo de autofagossomos devido a
um bloqueio na fusdo com os lisossomos, levando a consequente disfuncdo autofagica
(MIZUSHIMA et al., 2010). Portanto, admite-se a partir desses resultados, que o aumento
na expressao de LC3I1 ndo esta associado ao aumento de autofagia, mas a seu prejuizo, na
hipdtese de que LC3Il ndo estaria sendo degradada, o que concorda com Rab7 menos
ativada. O aumento nos niveis de Rab7 (figura 23-D) ndo pode ser associado a sua

atividade.
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ZHANG, F. et al. (2007) demonstraram que SOD1 mutante interage in vitro e in
vivo diretamente com complexo dineina, essencial para o transporte retrogrado de
autofagossomos e fusdo com os lisossomos (KIMURA, S. et al., 2008), fato apontado pelos
autores como possivel causa de prejuizos no transporte axonal e consequentemente na
autofagia, levando a morte de neurénios motores. Esse resultado reforca a ideia de que, na
presenca de SOD1 mutante, o aumento de LC3 Il estd relacionado ao acimulo de
autofagossomos e prejuizos na autofagia em razdo do impedimento no transporte e fusdo

entre autofagossomos e lisossomos.

E possivel ainda que essa interrupcao no trafego retrogrado e acimulo de vesiculas
autofagicas desencadeie uma cascata de sinalizacdo apoptotica que leve a clivagem de P62
e Beclina-1 por caspases e calpainas, reduzindo seus niveis intracelulares. Essa hipotese €,
em parte, apoiada pelo fato amplamente revisado de que a autofagia e a apoptose possuem
vias de sinalizacdo em comum e de que a inibicdo autofagica pode conduzir a ativacdo da
apoptose (BOOTH et al., 2014; BOYA et al., 2005; DJAVAHERI-MERGNY et al., 2010).

Portanto, de um modo geral, pode-se afirmar que a presenca de SOD1 mutante nas
células acarretou prejuizos para a autofagia com deficiéncia na maquinaria de iniciacéo e
maturacdo de autofagossomos, representada pela redugdo na expressao de Beclina-1, Rabl
e P62 em linhagem e aumento na expressao de LC3 Il e Rab7 em células primarias, além
de ocasionar a translocacéo nuclear de COORF72.

4.6 Interacdo entre CO9ORF72 e Rabs citoplasmaticas ndo é alterada pela

translocacdo nuclear de C9-L

As proteinas Rab7 e Rab1 ja foram apontadas como alvos especificos de COORF72.
Diversos estudos comprovaram a existéncia de interacdo molecular entre essas proteinas,
corroborando o pressuposto de que C9ORF72 atua como um GEF para essas Rabs (FARG
et al., 2014; WEBSTER et al., 2016). Através de ensaios de imuno-histoquimica utilizando
seccOes medulares pos-morte de portadores de ELA e pessoas sem a neurodegeneracéo,
FARG et al. (2014) demostraram que h& mais colocaliza¢do entre COORF72 com Rab7 ou
Rabl11l em individuos com ELA portadores da mutacdo de expansdo no gene COORF72,

sugerindo uma possivel desregulacdo do trafego endossémico.

A fim de verificar se resultados semelhantes aos encontrados por FARG et al.
(2014) seriam observados também em modelos celulares de ELA com SOD1 mutante,
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foram realizados ensaios de imunofluorescéncia com celulas Neuro2-a e células de culturas
primaria do cortex motor de camundongos. As andlises de colocalizacdo foram realizados
utilizando o software ImageJ para determinar o Coeficiente de Sobreposicdo de Mander
(MOC) para os pixels referentes a C9ORF72. Os resultados, apresentados nas figuras 24 e
25 e nos graficos da figura 26 indicam que ndo h& diferenca significativa no grau de
colocalizagdo entre C9ORF72 com Rab7 ou Rabl entre os grupos estudados, sugerindo
que a translocacdo de C9-L para o nucleo na presenca de SOD1 mutante néo interfere em
sua funcdo citoplasmatica como RabGEF, uma vez que ndo afeta a interagdo C9ORF72-
Rab. Esse resultado sugere que a translocacdo e a ativacdo de Rabs via C9ORF72 sédo
eventos independentes.
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Figura 24. A proteina C9ORF72 colocaliza com Rabl e Rab7 em células da linhagem Neuro-2a, apesar
de sua translocacdo nuclear. (A) e (B) Fotomicrografias obtidas por microscopia confocal revelam a
localizacdo celular de COORF72 (vermelho), Rabl e Rab7 (azul). CTRL= grupo transfectado com o vetor
vazio, Wt = grupo transfectado com o plasmideo para expressdo de hSOD1 selvagem e G93A= grupo com
expressdo de hSOD1 mutante G93A. Escala 20 um.
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Figura 25. A proteina COORF72 colocaliza com Rabl e Rab7 em células primarias de camundongos, a
despeito de sua translocagdo nuclear. (A) e (B) Fotomicrografias de células do cdrtex motor de
camundongos CTRL = ndo transgénicos, Wt = transgénicos quanto ao gene hSOD1 selvagem e G93A =
transgénicos para hSOD1 mutante, mostrando a localizacdo celular de COORF72 (vermelho), Rabl e Rab7

(verde). Escala 20 um.
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Figura 26. Andlise quantitativa da Colocalizacdo entre C9orf72 e Rabl ou Rab7, apresentadas nas
figuras 22 e 23 utilizando o coeficiente de sobreposi¢do de Mander para determinar o grau de colocalizagéo
entre as proteinas. Os gréficos (A) e (B) apresentam a quantificacéo da colocalizagdo em células da linhagem
Neuro-2a, enquanto os gréaficos (C) e (D) mostram a quantificacdo em células primérias do cortex motor de
camundongos; tM2 indica que o coeficiente em analise se refere a sobreposicdo do sinal de C9orf72 (canal
vermelho) com o sinal das Rabs (canal azul ou verde). Os valores sdo apresentados como média + SEM.
Teste estatistico One way ANOVA, com p6s teste de Bonferroni, considerando significativo p< 0.05. N=3.

4.7 Efeito do silenciamento de C9-L sobre a autofagia em linhagem celular

Neuro-2a

A hipétese da haploinsuficiéncia de C9ORF72 tem sido discutida como um dos
principais mecanismos patogénicos associados a ELA. Concordantemente, COORF72 tem
se mostrado uma proteina indispensavel para manutencdo do equilibrio intracelular, uma
vez que organismos com nocaute do gene C9 apresentam disfungdes em diferentes vias
moleculares. O nocaute de C9ORF72 tem ajudado pesquisadores a desvendar algumas
importantes fungdes dessa proteina para a fisiologia da célula, e simula o mecanismo de
haploinsuficiéncia, sugerido como mecanismo patogénico em ELA com mutagdo no gene
CI90RF72 (C9ELA).

De modo semelhante e com o objetivo de verificar quais os efeitos de niveis

reduzidos da isoforma longa de C9ORF72 sobre a atividade autofégica, foi realizado o
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silenciamento do gene C9ORF72 por meio de RNA de interferéncia em células da
linhagem Neuro-2a. Apos 24 horas da lipofec¢do com siRNA, as células foram submetidas

a diferentes analises.

Inicialmente, as células foram lisadas, e essas amostras foram submetidas a ensaios
de Western Blotting para verificacdo da expressdo de diferentes proteinas envolvidas na
via autofagica. Posteriormente, células da mesma linhagem tratadas previamente com
siRNA C9-L foram transfectadas com o plasmideo LC3eGFPmCherry para analise do

fluxo autofagico.

4.7.1 Anélise da expressdo de proteinas autofagicas

Disfungbes na dindmica autofagica sdo eventos patentes em doencas
neurodegenerativas. Na esclerose lateral amiotrofica associada a mutacdo de expansédo
repetida no gene C9ORF72, o acumulo intracelular de proteinas de repeticdo dipeptidica
provenientes da traducdo nédo canodnica de C9ORF72 mutante, os focos de RNA nuclear e
principalmente os niveis reduzidos de C9ORF72 funcional estdo relacionados a alteragdes

na autofagia, e provocam graves consequéncias celulares.

Em células da linhagem Neuro-2a, ensaios de western blotting revelaram que o
silenciamento da isoforma longa de C9ORF72 provoca uma reducdo na expressdo de P62 e
Rab1l (figura 27-C e D). Ja a superexpressdo de C9-L ndo exerceu efeito significativo sobre
a expressao de nenhuma das proteinas analisadas na figura 27.

Embora existam controvérsias quanto as consequéncias de niveis reduzidos de
C90RF72 para a autofagia (SELLIER et al., 2016; UGOLINO et al., 2016; WEBSTER et
al., 2016), devido aos inimeros estudos apontando o papel critico desta proteina em
diferentes etapas autofagicas, era esperado que seu silenciamento levasse a disfuncbes na
autofagia, o que pode ser corroborado pela reducdo na expressdo de Rabl (figura 27-D),
que por sua vez, contrasta com a semelhante diminuicdo nos niveis de P62 (figura 27-C),
comumente utilizado como um indicativo de aumento da atividade autofagica. Mas, como
discutido em topicos anteriores, a reducdo dos niveis de P62 também pode ocorrer de

modo independente da autofagia.

A reducdo de Rabl é vista como um indicativo de disfun¢do na autofagia dado seu
papel no transporte de membranas do RE para a formacdo dos autofagossomos na via
autofagica (WANG et al., 2015; ZOPPINO et al., 2010).
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Figura 27. A modulacao dos niveis enddgenos de COORF72 provoca alteracdes autofagicas. Células da
linhagem Neuro-2a foram tratadas com siRNA C9 ou com plasmideo eGFP-C9-L (A) A eficiéncia do
silenciamento e superexpressao de C9ORF72 foi avaliada por Western blot 24 horas ap6s a transfecgdo. (C) e
(C) A expressdo das proteinas P62 e Rabl se mostrou reduzida em lisados celulares com C9-L silenciada,
mas a superexpressdo de C9-L resgatou os niveis enddgenos das respectivas proteinas. (B) e (E). Os graficos
indicam que os niveis de expressdo das proteinas BECN1 e Rab7 ndo sofreram alteracfes significativas entre
0s grupos estudados. A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o Teste t, (**p<0.01). Dados
apresentados como média = SEM. N=3

Uma outra hipotese para explicar a menor expressao de P62 e Rabl, que também foi
detectada em células Neuro-2a superexpressando SOD1 mutante (figura 22 — D e F), é de
que a reducdo nos niveis enddgenos de tais proteinas estd associada a uma funcéo nuclear
de CO9ORF72, ainda desconhecida, que afeta os transcritos das respectivas proteinas por
meio de um mecanismo de regulacéo pos-transcricional, de maneira semelhante ao que foi
sugerido por Ho e colaboradores para explicar a reducdo da proteina ULK1 em neurdnios

primarios com nocaute de C9ORF72 (HO et al., 2019).

A fim de melhor avaliar os efeitos do silenciamento de C9ORF72 sobre a autofagia,
foi realizado também um ensaio de monitoramento do fluxo autofagico, apresentado no

topico a seguir.
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4.7.2 O fluxo autofagico diminui com o silenciamento de C9ORF72

Durante a autofagia, os autofagossomos se fundem aos lisossomos, vesiculas ricas
em enzimas acidas, formando os autolisossomos. O marcador autofagossomal GFP-LC3,
que exibe fluorescéncia verde, perde sinal apds a formacdo dos autolisossomos, devido as
substancias &cidas e o pH no interior dos lisossomos. J& o marcador mCherry-LC3, se
localiza tanto nos autofagossomos quanto nos lisossomos, e sua fluorescéncia vermelha é
afetada mais tardiamente pelo conteudo acido lisossomal. Assim, € possivel monitorar a
dindmica de formacdo dos autolisossomos e quantificar a ocorréncia da ultima etapa da
autofagia, permitindo uma analise global do fluxo autofagico (KIMURA, SHUNSUKE et
al., 2007).

Utilizando o método descrito acima, células da linhagem Neuro-2a foram
transfectadas com o plasmideo LC3GFPmCherry e o fluxo autofagico foi observado com

auxilio de um microscépio confocal. O resultado € apresentado na figura 28.
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Figura 28. Andlise do fluxo autofagico com LC3GFPmCherry em cultura de células da linhagem
Neuro-2a, tratadas com siRNA C9ORF72 (C9), siRNA scramble (scr) ou ndo tratadas (CTRL). (A)
Fotomicrografias obtidas por microscopia confocal, aumento de 63x com imersdo, mostrando células que
expressam o plasmideo LC3GFPmCherry. Escala 20 um. (B) Total de vesiculas expressando GFP. (C)
Quantificacdo das vesiculas expressando mCherry. (D) Andlise quantitativa do fluxo autofagico. Os valores
foram obtidos com plugin Find Maxima, do softwere Image J, e sdo apresentados como porcentagem do
controle, média £ SEM. Teste estatistico One way ANOVA, com pos teste de Bonferroni, (**p<0.01), N=3.

O silenciamento de C9ORF72 ndo provocou alteracdo no numero de vesiculas
menos-acidas (GFP positivas), mas levou a uma diminui¢do na porcentagem de vesiculas
acidas mCherry positivas (52,14 + 7,19) e ao aumento, embora néo significativo (159,5 +
25,18), da razéo entre vesiculas GFP e mCherry, indicando disfun¢do autofagica com

acumulo de autofagossomos (Figura 28).

Em conjunto com a reducdo de P62 e Rabl (figura 27-C e D), esses resultados
demonstram que o silenciamento de C9ORF72 provoca disfuncdes autofagicas, semelhante
ao que foi relatado por HO et al. (2019) em sua pesquisa, onde a perda de COORF72
reduziu a autofagia basal, com diminuicdo dos niveis de LC3Il puncta e ULK1, em
neurdnios primarios de camundongos. Em contraste com esses resultados, UGOLINO et
al. (2016) aponta C9ORF72 como um regulador negativo da autofagia, cuja perda resulta

em menor atividade de mTOR e aumento na sinalizag&o do fator de transcricdo TFEB.

4.8 Efeito do silenciamento de C90RF72 sobre a homeostase do Reticulo
endoplasmatico

Inimeros fatores podem levar ao estresse do reticulo endoplasmatico (RE) e a
ativacdo da resposta a proteinas mal enoveladas (UPR), que visa ao restabelecimento da
proteostase. Entre esses fatores pode-se destacar disfuncdes em genes e proteinas que
atuem nas vias de controle de qualidade do RE (OAKES & PAPA, 2015).
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A proteina Rab1 desempenha um papel central na homeostase de RE. Essa pequena
GTPase atua na regulacdo do transporte de vesiculas entre 0 RE e o complexo de Golgi
(ORTIZ SANDOVAL & SIMMEN, 2012). Resultados recentes obtidos em nosso
laboratério demonstraram que na presenca de oligbmeros e agregados de proteinas,
induzidos por tratamento com rotenona em células do hipocampo de ratos, ha uma
diminuicdo nos niveis de Rabl e aumento na vacuolizacdo do RE, enquanto a
superexpressdo de Rabl impediu a ativacdo de CHOP, uma proteina pré-apoptotica da via
UPR, e impediu a vacuolizacdo do ER, indicando que Rabl previne o estresse do RE
(LIMA et al., 2019).

Com base nessas evidéncias, e tendo conhecimento por meio da literatura que
C90RF72 interage diretamente com Rabl e atua como RabGEF para essa GTPase,
decidimos testar se o silenciamento de C9ORF72 induz ao estresse do RE com ativacao da

resposta UPR e se ocorre vacuolizacdo dessa organela com a redu¢do dos niveis de C9-L.

As células Neuro-2a, previamente transfectadas com siRNA C9 ou com plasmideo
C9-L, foram lisadas e submetidas a ensaios de Western Blotting para deteccdo de Rabl
(gréfico apresentado na figura 27) e outras proteinas associadas a via de resposta a
proteinas mal enoveladas no reticulo endoplasméatico, UPR, resultado apresentado na
figura 29. A expressdo das proteinas Rabl (figura 27) e ATF-6a clivada (figura 29-B) foi
reduzida nos lisados celulares com silenciamento de C9-L. Nesse mesmo grupo, a

expressao de ATF-6 ndo-clivada e CHOP ndo apresentaram alteraces.

Por outro lado, no grupo com superexpressao de C9-L houve aumento na
expressao de Rabl (figura 27), ATF-6a clivada e CHOP, como mostrado nos graficos B e
C dafigura 29.
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Figura 29. Andlise da expressdo de proteinas da via UPR em células de linhagem Neuro-2a com
silenciamento de C9-L. Os graficos apresentam os niveis endogenos das proteinas (A) ATF-6a completa, (B)
ATF-60 clivada e (C) CHOP. Os dados sdo apresentados como média + SEM, ap6s o teste T de Student e
teste pds-teste de Bonferroni (*p < 0.05; **p < 0.01). N=3.

Células da linhagem Neuro-2a, previamente transfectadas com siRNA C9 ou com
plasmideo C9-L, também foram tratadas com meio de cultura contendo a Probe molecular
ER Tracker Blue-White DPX, durante 30 minutos, para observacdo da morfologia do
reticulo endoplasmatico. Apos esse tempo as células foram fixadas com paraformaldeido e
observadas em microscépio confocal. O silenciamento de C9-L elevou o indice de células
apresentando  vacuolizacdo do reticulo endoplasmatico, processo denominado
remodelamento do RE, mas a expressdo de C9-L exdgena recuperou em parte o fenétipo
normal do RE (figura 30).
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Figura 30. O silenciamento de C9ORF72-L
aumenta o remodelamento do RE. (A) Imagens
de microscopia confocal de células Neuro-2a com
reticulo endoplasmético (RE) marcado em azul
pela Probe ER Tracker Blue-White DPX (em
azul), a proteina C9ORF72 enddgena destacada
em vermelho e a proteina C9-L exdgena em verde.
Escala 20 um. (B) Quantificacdo de células que
apresentam vacuolizacdo do RE. Os dados séo
apresentados como média + SEM obtidos com o
teste estatistico One way ANOVA e po6s teste de
Bonferroni, (*p < 0.05; ***p < 0.001). N = 100
células/grupo.
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LIMA et al. (2019) sugerem que a vacuolizacdo do RE esté associado a presenca de
oligdbmeros e agregados proteicos, mas, 0s dados apresentados na figura 30 indicam que
apenas o silenciamento de C90ORF72 foi suficiente para promover um fenotipo de
remodelamento do reticulo semelhante ao apresentado pelo autor. Embora, ndo tenham
sido detectadas alteracdes na expressdo das proteinas de resposta UPR que indicassem a
ocorréncia de estresse do RE (ver figura 29), houve diminuicdo na expresséo de Rab1l, que
desempenha um importante papel no trafego entre o RE e Golgi. Déficits no trafego entre
essas organelas causa estresse do RE e pode levar a seu remodelamento (LIMA et al.,
2019; PRESTON et al., 2009).

Uma evidéncia da relevancia de Rabl para o trafego RE-Golgi é que a
superexpressdo de Yptlp, um homoélogo de Rabl em levedura, reduziu a toxicidade
induzida por aSyn e resgatou o trafego de vesiculas do RE para o Golgi. Além disso, a
expressdo de Rabl resgatou a perda de neurbénios dopaminérgicos em modelos animais de
doenca de Parkinson (COOPER et al., 2006). A superexpressdo de Rabl também impediu
a vacuolizacdo do RE (LIMA et al., 2019).

Quanto a diminuicdo ATF6a clivada, pode-se especular que a ativacdo da resposta
UPR via clivagem de ATF6a foi impedida pela redugdo nos niveis de Rab1 decorrentes do
silenciamento de C9-L. Isso porque a clivagem e ativacdo de ATF6a como um fator de
transcricdo ocorre no complexo de Golgi, sendo assim, o transporte dessa proteina entre
tais compartimentos é critico para sua funcao na resposta celular a proteinas mal dobradas.
Por sua vez, o trafego RE-Golgi é regulado pela pequena GTPase Rabl (PLUTNER et al.,
1991).

Em contrapartida, a superexpressdo de C9-L levou a diminuicdo no remodelamento
do RE, assim como provocou aumento na expressao de Rabl, ATF6a clivada e CHOP,
resultado contrario ao observado com o silenciamento de C9-L, refor¢cando a hipétese de
gue C9ORF72 regula, através de algum mecanismo ainda desconhecido, a expressao de
Rabl, e consequentemente atua também na regulacdo do transporte entre o reticulo

endoplasmatico e o complexo de Golgi e na homeostase do RE.

Assim como o estresse do reticulo endoplasmaético causado por mutages nos genes
TDP-43, SOD1 e FUS esté associado a patogénese da esclerose lateral amiotrofica familiar
(WALKER & ATKIN, 2011), a haploinsuficiéncia de C9ORF72 também pode
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desempenhar um papel relevante na patogénese da ELA por perturbacdes na homeostase
do RE e do transporte RE-Golgi.

Os resultados apresentados neste trabalho foram resumidos na tabela 4 para melhor

visualizacdo e compreensao.

Tabela 4. Resumo dos resultados apresentados

Sobre COORF72:

Presente em neur6nios e células da glia

Distribuida no nucleo e no citoplasma das células

Associada ao envelope nuclear e a membranas vesiculares

Na presenca do hSOD1 mutante ha:

Translocacgdo nuclear de C9ORF72

Aumento da expressdo das proteinas LC31l e Rab7

Diminuic&o nos niveis das proteinas Beclina-1, P62 e Rabl
O silenciamento de COORF72 leva a:

Reducédo na expressado de Rabl e P62

Acumulo de autofagossomos

Aumento da vacuolizacdo do RE

Reducdo nos niveis de ATF6a. clivada

A superexpressao de COORF72 gera:

Aumento na expressdo de CHOP
Aumento de ATF6a clivada

Aumento de Rabl

5. CONCLUSOES

v" A proteina CO9ORF72 tem uma distribuicdo celular ampla, sendo encontrada de forma
abundante em neurénios e células da glia, no interior do nucleo e no citoplasma de
células primérias e de linhagem, na membrana nuclear, membrana vesicular e no

interior de vesiculas citoplasmaticas em células de neuroblastoma.
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v" Em modelo celular de Esclerose Lateral Amiotréfica, a presenca de SOD1 mutante
acarretou prejuizos para a autofagia com deficiéncia na maquinaria de iniciacdo e
maturacao de autofagossomos, representada pela reducédo na expressdo de Beclina-1,
Rabl e P62 em linhagem e aumento na expressdo de LC3 Il e Rab7 células corticais
primarias, além de ocasionar a translocacdo nuclear de C9ORF72, porém 0s niveis
endogenos de C9-L ndo foram alterados.

v A translocacdo de C9-L para o nlcleo na presenca de SOD1 mutante ndo interfere em
sua funcdo citoplasmatica como RabGEF, uma vez que ndo afetou a interacdo entre
CI90RF72 e Rabl ou Rab7, sugerindo que a translocacdo de C9 e a ativacdo dessas
Rabs por COORF72 séo eventos independentes.

v" O silenciamento de C9-L leva a reducdo nos niveis das proteinas P62 e Rabl e do
fluxo autofagico com a diminuicdo na porcentagem de vesiculas &cidas no interior das
células Neuro-2a, sugerindo que os baixos niveis de C9-L provocam disfunc¢fes na
autofagia. A menor expressdo de P62 e Rabl pode também estar associada a uma
funcdo nuclear de C9ORF72, ainda desconhecida, que afeta os transcritos das

respectivas proteinas por meio de um mecanismo de regulacéo pés-transcricional.

v O nocaute de C9-L por siRNA promove o remodelamento do reticulo endoplasmatico
e reduz os niveis intracelulares de ATF6a clivada, um indicativo de estresse do RE

ocasionado por alteracdes do trafego RE-Golgi dependente de Rab1l.
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ANEXO |

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Estudo da autofagia como mecanismo para o
desencadeamento de doencas neurodegenerativas”, registrada com o n2 271/2016 (Proc.
16.1.607.41.7), sob a responsabilidade da Profa. Dra. Merari de Fatima Ramires Ferrari e
com a participa¢do dos colaboradores Raquel de Souza Lima (IB/USP), Karla Pacheco Melo
(1B/USP), Thais Alexandre Falkembach Andreis (IB/USP), Rafaela Regina Cardoso (IB/USP),
Nathan Cogliatti Ribeiro de Lima (IB/USP), Barbara Santos de Oliveira (IB/USP), Natalia
Fagundes Borges Teruel (IB/USP), (Jaina Aratjo Reis (IB/USP) e ("Amanda Palermo Nunes
(1B/USP), que envolve a produgdo, manutengio ou utilizagdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n2 11.794, de 08 de outubro de 2008, do
Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009 e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo
de Etica no Uso de Animais — CEUA do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao
Paulo, em reunido de 13 de dezembro de 2016.

Vigéncia da autorizacdo: 13/12/2016 a 12/12/2019

Finalidade: Pesquisa Cientifica

Espécies/linhagens: 1) camundongos transgénicos (Mus musculus)/B6SIL1-tg
(SOD1*G93A)1Gur/] - SOD1, B6SIL1-tg (SOD1)2Gur/J - SOD1, B6 EiC3Sn-
Rb(12.Ts1716Dn)2Cje/CjeDnJ-Down; 2) camundongos heterogénicos/controle do SOD1 e
controle do Down; 3) ratos isogénicos (Rattus norvegicus)/Lewis.

N2 de animais: 1.295

Peso/ldade: 2 meses e 1-2 dias/5g, 10, 20g e 200g

Sexo: (M+F)

Origem: Biotério do Laboratério de Biologia Celular da Neurodegeneragdo do

Departamento de Genética e Biologia Evolutiva.

www.ib.usp.br
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Adendo:

A Comiss3o de Etica no Uso de Animais — CEUA do Instituto de Biociéncias da Universidade
de S3o Paulo, em reunido de 06/10/2017 aprovou a inclusdo de duas alunas, como
("Icolaboradoras do projeto.

-~ www.ib.usp.br

0OBS.: Qualquer alteracdo e/ou intercorréncia deverd ser comunicada a CEUA-IB.

Prof. Dr. MOS Magno Fernandes

Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
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Lista dos anticorpos utilizados em imunofluorescéncia

ANEXO 11

Anticorpos Primérios

Choactase
SMI-32
MAP-2

CI90RF72

Rab7

Rabl

Anticorpos Secundario

Texas Red

Alexa 488

Alexa 594

FITC

Pacific Blue

Marca

Santa Cruz
Covance
Sigma
Santa Cruz
Santa Cruz

Santa Cruz

Jackson Immuno
Research

Thermo Fisher

Thermo Fisher

Jackson Immuno
Research

Invitrogen

Caodigo

Sc-20672
SMI-32R
M4403
Sc-138763
$c-376362

sc-311

90519

A-11029

A-11037

97619

P31582

Diluicdo

1:100
1:1000
1:1000

1:100

1:100

1:100

1:250

1:200

1:200

1:120

1:120
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ANEXO Il

Lista dos anticorpos utilizados em Western Blotting

Observacao: O leite utilizado em todas as incubacgdes é da BIO-RAD; TA = Temperatura ambiente; [C] 30 ug de proteina por poco

Anticorpo

Rab7
24 kDa

Rab7
24 kDa

P62
62 kDa

Beclina-1
60 kDa

CI90RF72
55 kDa

CI90RF72
55 kDa

Marca/codigo

Santa Cruz
Sc-376362

Invitrogen
PA578238

Cell Sinaling
#5114

Santa Cruz
Sc-11427

Proteintech
66140-1-Ig

Santa Cruz
Sc-138763

Blogueio

5% leite em PBS-T
0,05%; 1h T. A.

5% leite em TBS-T
0,05%:; 1h TA.

5% leite em TBS-T
0,1%; 1h TA.

5% leite em TBS-T
0,05%:; 1h TA.

5% leite em TBS-T
0,1%
1h TA.

3% BSA em TBS-
T 0,05%; overnight
4°C

AC Primario

1% Leite em PBS-T
0,05%, 1:200;
4h TA + overnigth 4C

1% BSA em TBS-T
0,05%, 1:500
overnight 4°C

1% BSA em TBS-T
0,1%, 1:1000
overnight 4°C

3% Leite em TBS-T
0,05%, 1:500; 1h30 TA
ou overnight 4°C ou

TBS-T 0,1%
1:500
overnight 4°C

1% BSA em
TBS-T 0,05%, 1:500
2h TA

Lavagem

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,2%

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%

AC Secundario

1% Leite em PBS-T
0,05%, anti-mouse
1:2000; 1h T.A.

1% BSA em TBS-T
0,05%, anti-rabbit
1:10.000; 1h TA

1% BSA em TBS-T
0,1%, anti-rabbit
1:10.000; 1h TA

3% leite em TBS-T
0,05%, anti-rabbit
1:10.000; 1h TA.

3% Leite em TBS-T
0,1%, anti-mouse
1:;1h T.A.

1% BSA em TBS-T
0,05%, anti-rabbit
1:10.000; 1h TA.

Lavagem

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%
+1xcomTBS

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%
+1xcomTBS

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%
+1xcomTBS

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%
+1xcomTBS

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,2%
+1xcomTBS

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%
+1xcomTBS
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B-actina
43kDa

LC31lell
16 e 14 kDa

SOD-M
24 kDa

a-Tubulina
50 kDa

Lamin-B
67 kDa

ATF6
90 e 50 kDa

CHOP
(GADD 153)
30 kDa

Rabl
24 kDa

Santa Cruz
Sc-47778

Sigma
L7543

Medimabs
MM-0070-2-P

Sigma
T6199

Santa Cruz
sc-6217

Santa Cruz
Sc-166659

Santa Cruz
Sc-166682

Santa Cruz
Sc-311

5% leite em TBS-T
0,05%; 1h TA.

5% leite em TBS-T
0,1%; 1h TA.

5% leite em TBS-T
0,05%:; 1h TA.

5% leite em PBS-T
0,2%; 1h TA.

5% leite em PBS-T
0,2%; 1h T. A.

5% leite em TBS-T
0,05%; 1h T. A.

3% leite em TBS-T
0,05%; 1h T. A.

5% BSA em TBS-
T 0,05%; 1h TA

TBS-T 0,05%
1:1000; 1h TA
ou overnight 4°C

5% BSA em TBS-T
0,1%, 1:1000
overnight 4°C

3% Leite em TBS-T
0,05%, 1:500
Overnight 4°C

1% BSA em PBS-T
0,2%, 1:1000
overnight 4°C

1% BSA em TBS-T
0,05%, 1:500
overnight 4°C

3% Leite em TBS-T
0,05%, 1:1000
Overnight 4°C

1% BSA em TBS-T
0,05%, 1:500
overnight 4°C

TBS-T 0,05%
1:500
overnight 4°C

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%

3 x de 5 minutos
com PBS-T 0,02%

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%

TBS-T 0,05%,
anti- mouse 1:6000;
1h TA.

3% leite em TBS-T
0,1%, anti-rabbit
1:10.000; 1h. TA.

3% Leite em TBS-T
0,05%, anti-mouse
1:6000; 1h TA.

3% Leite em PBS-T
0,2%, anti-mouse
1:6000; 1h TA.

3% Leite em TBS-T
0,05%, anti-goat
1:6000; 1h TA.

3% Leite em TBS-T
0,05%, anti-mouse
1:6000 1h30 TA.

1% BSA em TBS-T
0,05%, anti-mouse
1:6000; 1h TA.

1% BSA em TBS-T
0,05%, anti-rabbit
1:10.000; 1h T.A.

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%
+ 1 xcomTBS

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%
+ 1 xcomTBS

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%
+1xcomTBS

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%
+ 1 xcomTBS

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%
+1xcomTBS

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%
+1xcomTBS

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,1%
+ 1 xcomTBS

3 x de 5 minutos
com TBS-T 0,05%
+1xcomTBS
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