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Introdução: A ataxia espinocerebelar do tipo 3 (SCA-3), também conhecida como doença de Machado Joseph, é o tipo de ataxia de herança autossômica dominante mais comum mundialmente. O gene MJD1, responsável pela doença, codifica a proteína ataxina-3, a qual apresenta uma expansão consecutiva de 54-84 glutaminas quando mutada, em contraste com a ataxina-3 normal que apresenta 14-37 glutaminas. A desordem é caracterizada pelo mal enovelamento da ataxina-3 expandida e formação de agregados protéicos, levando a disfunção neuronal e morte celular. A elaboração de um modelo expressando a ataxina-3 expandida torna-se importante para a compreensão dos aspectos citotóxicos da doença, bem como para investigações de estratégias terapêuticas.

Objetivos: Construir e avaliar um modelo in vitro dos efeitos citotóxicos da ataxina-3 expandida.

Material e Métodos: Foram utilizadas duas linhagens celular obtidas de neuroblastoma de camundongo e de rato (Neuro-2a e PC-12, respectivamente). Foi realizada a transfecção das células utilizando lipofectamine 2000 (Invitrogen) com o plasmídeo pEGFP-C1 (Clontech) contendo a ataxina-3 em sua forma normal ou expandida fusionada ao GFP. Os agregados protéicos foram analisados em microscópio de fluorescência. A citotoxidade causada pela ataxina-3 expandida foi avaliada através da observação da morfologia do núcleo marcado com Hoechst 33258 e testes com MTT.

Resultados: A taxa de transfecção do plasmídeo nas células ocorreu em média em 80% das mesmas. 40% das células expressando ataxina-3 expandida apresentaram agregados protéicos, normalmente mais do que um por célula, localizados principalmente no citoplasma e alguns no núcleo. Os testes de citotoxidade mostraram que a ataxina-3 expandida induz a morte celular após 48h da transfecção.

Conclusões: O modelo in vitro desenvolvido para a doença de Machado-Joseph apresentou os efeitos citotóxicos da doença, como formação de agregados protéicos e indução de morte celular. Este é um modelo fácil de ser manipulado e analisado, que será utilizado para investigações de drogas que possam reverter os efeitos citotóxicos induzidos pela ataxina-3 expandida. 

