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Resumo

A doenca de Machado-Joseph (MJD — Machado-Joseph disease), também conhecida como
ataxia espinocerebelar tipo 3 (SCA3 - spinocerebellar ataxia type 3), € uma doenca
neurodegenerativa, com padrdo de heranca autossdmica dominante, causada por uma expansao
do trato de repeticdes CAG no gene ATXN3. Estudos prévios mostram que a idade de inicio (ii)
da doenca apresenta uma correlacdo inversa ao nimero de repeticdes CAG no alelo expandido,
mas que somente entre 40 e 68% da variacdo da ii pode ser explicado pelo tamanho da expanséo.
Considerando que um mecanismo molecular comum para todas as doengas neurodegenerativas
foi proposto anteriormente, o restante da variacdo da correlacdo pode estar associado ao
mecanismo molecular de outras doencas. Expansdo da repeticdo hexanucleotidica (GGGGCC
ou G4Cz) no gene C9orf72 foi identificado como a etiologia em uma proporcao significante dos
pacientes de esclerose lateral amiotréfica (ALS — amyotrophic lateral sclerosis), deméncia
frontotemporal (FTD — frontotemporal dementia) e os afetados da comorbidade ALS-FTD. O
presente estudo teve como objetivo investigar o tamanho do trato de hexanucleotideo no gene
C9orf72 em pacientes com MJD/SCA3 como um potencial modificador de ii. A genotipagem
dos alelos do C9orf72 foi realizada por PCR com primers fluorescentes, seguida de eletroforese
capilar, e avaliada no grupo teste e no grupo controle. Foram genotipados 83 pacientes com
MJD/SCAS3 e 102 controles saudaveis sem histdria de ataxia. Todos os pacientes e controles
foram recrutados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre. A expansao patogénica do C9orf72
foi definida como trato contendo mais de 30 repeticdes hexanucleotidicas. Os individuos foram
divididos em duas categorias para fins de analises estatisticas: grupo 1) individuos com ambos
alelos contendo até 6 repeticdes, inclusive (alelo “pequeno”) e grupo 2) os individuos com pelo
menos um alelo de 7 até 30 repeticGes, inclusive (alelo “intermediario”). Nenhum individuo
com expansdo patogénica foi detectado. A frequéncia alélica de G4C. foi estabelecida e
nenhuma diferenca foi observada entre elas. Alem disso, ndo foi encontrada correlagdo do
tamanho do alelo com pacientes de ii precoce e nem com 0s pacientes de ii tardia. Portanto,
nossos resultados indicam que o tamanho do alelo do C9orf72 nao atua como fator modificador

da idade de inicio da doenga em pacientes com MJD/SCA3.



Abstract

Machado-Joseph disease (MJD), also known as spinocerebellar ataxia type 3 (SCA3) is a
neurodegenerative disorder of an autosomal dominant trait caused by an expansion of a CAG
repeat tract in the ATXN3 gene. Previous studies show that age of onset (AO) of the disease is
inversely correlated with CAG repeat length in the expanded allele that can explain from 40 to
68% of variation in AO. Considering that a common molecular mechanism for all
neurodegenerative diseases has been previously suggested, the key to describing this variation
could lie in the molecular biology of other diseases. Hexanucleotide repeat (GGGGCC or G4C»)
expansions in C9orf72 were identified as the etiology in a significant portion of patients with
amyotrophic lateral sclerosis (ALS), patients with frontotemporal dementia (FTD), and those
affected by comorbid ALS-FTD. Taking this into consideration, our aim was to investigate
C9orf72 hexanucleotide tract length in MJD/SCA3 patients as a potential modifier of AO. After
establishing a reliable protocol to genotype C9orf72 alleles using PCR with fluorescent primers
followed by capillary electrophoresis, 83 MJD/SCA patients and 102 healthy controls with no
history of ataxia were genotyped. All individuals were recruited from the Hospital de Clinicas
de Porto Alegre. Pathogenic expansions were defined as alleles containing more than 30
hexanucleotide repeats. Individuals were divided into two categories for statistical analysis:
group 1) those with both alleles containing up to 6 repeats (“small” alleles) and group 2) those
with one or both alleles of 7 up to 30 repeats (“intermediate” alleles). No pathogenic expansions
were detected. Allelic distribution was established, and no difference was observed between
groups. In addition, neither early-onset nor late-onset MJD/SCA3 patients have shown to be
correlated with neither the small nor the intermediary C9orf72 genotype so far. Therefore,
results obtained in this study indicate that C9orf72 allele length is not a modifier of age of onset
in MJD/SCAS patients.

Vi



l. Introducéo

1. Doencas Neurodegenerativas

As doencas neurogenerativas constituem uma familia de patologias reconhecidas mais
recentemente, sendo que as primeiras publicaces descrevendo uma série de doencas como
“neurodegenerativas” surgiram s6 na segunda metade da década de 60 do século passado
(Jennekens 2014). Elas representam um conjunto de condic¢des cronicas heterogéneas cuja
consequéncia é a perda progressiva da funcionalidade e/ou integridade estrutural dos neurdnios
(Przedborski et al. 2003). A grande maioria dessas doencas se manifestam tardiamente, o que
dificultou o seu estudo no passado pelo fato que os individuos ndo sobreviviam até a idade de
inicio da doenca (ii). Atualmente, com o envelhecimento da populacdo mundial, as doengas
neurodegenerativas apresentam um grande interesse para a satde publica mundial, com previsao
da Organizagdo Mundial de Saude indicando que, até o ano 2040, as doencas
neurodegenerativas vao superar o cancer como a segunda maior causa de morte natural
(Gammon 2014).

Devido ao fato dos estudos das doencas neurodegenerativas serem recentes, da
dificuldade de obtencdo de material biolégico do sistema nervoso e das limitagcdes de
metodologias, a utilizacdo de genética em estudos moleculares das doengas neurodegenerativas
sO entrou na pauta em 1979 (Young 2009), com uma discussao do uso de marcadores genéticos
para tentar localizar o gene responsavel pela doenca de Huntington. O resultado foi a
identificagcdo de uma regido polimoérfica do cromossomo 4 e, posteriormente, a identificacdo do
gene conhecido atualmente como HTT (Gusella et al. 1983), dando inicio a era da neurogenética.
Mesmo assim, a maioria das doencas neurodegenerativas ainda ndo tem sua etiologia
precisamente descrita. O mecanismo exato da neurodegeneracgdo ainda nao foi completamente
elucidado, mas, a cada ano, surgem mais evidéncias de uma via comum, ou pelo menos
semelhante molecularmente, entre todas as doengas neurodegenerativas (Lin and Beal 2006;
Jellinger 2010; Haass 2010; Avila 2010; Durrenberger et al. 2015).

A classificacdo dessas doencas apresenta uma série de dificuldades, sendo que existe

uma grande sobreposicdo do quadro clinico e patoldgico entre doencas mesmo de familias



moleculares bastante diferentes. Existe uma serie de critérios utilizados para identificar e
classificar a doencga neurodegenerativa de um paciente, levando em consideracéo a topologia da
lesdo, as caracteristicas clinicas e, quando conhecida, a etiologia (Kovacs 2016). E a partir dessa
classificacéo, que surgiu um grupo de doengas do trato de poliglutaminas (doencas poliQ). Essas
doengas, na sua maioria, apresentam padrdo de heranga autossdbmica dominante, com ii na idade
média adulta e a taxa progressiva da doenca (Orr and Zoghbi 2007). Essas doencas sdo causadas
por uma expansdo do trinucleotideo CAG em um gene causador, o qual sera posteriormente
traduzido por um trato de poliQ nas proteinas, havendo a formacdo de aglomerados proteicos
toxicos para células. E importante notar que mesmo com esse fator descrito, ha evidéncias que
SO a sintese da proteina mutada ndo € suficiente para causar a doenca (Katsuno et al. 2006; Li
and Li 2006; Thompson 2008).

2. Ataxias Espinocerebelares

As ataxias espinocereberelares (SCA — spinocerebellar ataxia) formam uma familia
constituida por dezenas de doencas heterogéneas molecularmente e clinicamente semelhantes,
as quais s6 podem ser corretamente identificadas através do uso de exames moleculares (Orr
and Zoghbi 2007). De acordo com os critérios descritos anteriormente, podemos descrever as
SCAs como desordens genéticas hereditarias (na sua maioria autossdmica dominantes),
resultando em atrofia cerebelar, com o paciente exibindo marcha ataxica e incoordenacao nos
movimentos dos membros, na fala e na movimentacdo ocular, entre outros sintomas (Teive
2009; Jayadev and Bird 2013). Apesar da falta de estudos abrangentes sobre a prevaléncia
mundial das SCAs, existe um grande nimero de estudos regionais (Ruano et al. 2014).

A patogénese das SCAs € variavel. Entretanto, podemos dividi-las em quatro categorias:
ataxias poliQs, disfuncao dos canais idnicos, alteracdo nos sinais de transducéo e repeticdes ndo-
codificantes (provavelmente levando a toxicidade de RNA nos neurénios) (Shakkottai and Fogel
2013), sendo que as ataxias poliQs séo as mais prevalentes. Tipicamente, esse tipo de SCA tem
como etiologia uma expansao do tipo (CAG)n localizada na parte codificante do gene (Trott and
Houenou 2012). Mas existem exce¢Bes, como no caso SCA8, onde é uma expansdo (CTG)n na

regido ndo-codificante que resulta em uma proteina poliglutamina pura lida a partir da fita



complementar. De todas as formas de SCAs, somente 16 tém um gene associado conhecido,
indicando a dificuldade de identificacdo dos fatores genéticos nessas doencas, além da sua
provavel natureza multifatorial (Teive et al. 2012).

Pelo menos seis tipos diferentes de SCAs (SCAL, SCA2, SCA3, SCAGB, SCA7, SCAL0)
foram identificadas no Brasil, além das familias sem diagnéstico molecular (de Castilhos et al.
2014). A SCA3, também conhecida como doenga de Machado-Joseph (MJD — Machado-
Jospeh disease), € a mais prevalente, sendo responsavel por aproximadamente 60% dos
pacientes afetados por SCAs no Brasil (de Castilhos et al. 2014; Cintra et al. 2014). No nosso
estado (Rio Grande do Sul), a prevaléncia de MJD/SCA3 é ainda mais marcante (Jardim et al.
2001c; Ruano et al. 2014).

3. Doenca de Machado-Joseph ou Ataxia Espinocerebelar tipo 3

a. Manifestacdes Clinicas

A MJD/SCAS3, foi identificada na década de 70 por trés grupos independentes, estudando
familias residentes no Estados Unidos com ascendéncia agoriana. Os patriarcas de duas dessas
familias, William Machado (Nakano et al. 1972) e Antone Joseph (Rosenberg et al. 1976), foram
imortalizados no nome da doenga. E um terceiro grupo foi descrito como a doenga “degeneracao
nigro-espino-dentatal com oftalmoplegia” (Woods and Schaumburg 1972). O quadro clinico da
doenca é bastante variavel, com a manifestacdo principal sendo a ataxia cerebelar, mas a
sintomatologia inclui também espasticidade (Diirr et al. 1996), dificuldade na degluticéo (Isono
et al. 2013), dificuldade na articulacdo de fala (Wolf et al. 2017), comprometimento cognitivo
(Kawai et al. 2004), entre outros (Jardim et al. 2001a; Jardim et al. 2001b; Lee et al. 2003; Vale
et al. 2010; Gonzalez-Zaldivar et al. 2015). Essa grande variabilidade contribuiu para a
dificuldade na classificagdo dessa doenca, junto com sua identificacdo inicial.

Em 1978, Coutinho e Andrade fizeram a tentativa mais completa em descrever a doenca.
Foram identificadas trés categorias da MJD/SCA3, as quais se distinguiam pelos sinais extra-
piramidais e/ou sinais periféricos presentes. Os sinais cerebelares, tais como ataxia, disartria e

oftalmoplegia externa progressiva, podem ser encontrados em quase todos os pacientes. Os



pacientes MJD/SCAS3 tipo 1 apresentam sinais piramidais e extrapiramidais marcantes, tais
como hiperreflexia, sinal de Babisnki, distonia. Os pacientes do tipo 3 apresentam, na sua
maioria, alteracbes periféricas, tais como dor nos membros, entorpecimento. Por fim, os
pacientes do tipo 2 da doenca apresentam uma sintomatologia intermediaria, sem sinais
neuroldgicos intensos observados, e podem se transformar no tipo 1 ou no tipo 3 apds um
periodo prolongado. Os trés tipos apresentam ii diferentes, com o tipo 1 se caracterizando por
manifestacdo mais precoce, ao redor de 25 anos, e 0s tipos 2 e 3 desenvolvendo os primeiros
sintomas na quarta década de vida, mas o com tipo 3 representando o subtipo mais tardio,
comecando mais perto de cinquenta anos (Coutinho and Andrade 1978).

Com o aumento dos estudos nessas doencas raras, foram identificados mais dois subtipos
da doenca. Um quarto tipo foi relatado em poucas familias com sintomas de parkinsonismo,
como tremores, rigidez e bradicinesia (Tuite et al. 1995; Gwinn-Hardy et al. 2001; Buhmann et
al. 2003; Bettencourt et al. 2011b). Esses pacientes, diferentemente dos outros subtipos da
MJD/SCAS3, respondem bem ao tratamento com levodopa. Em 2009, um possivel quinto tipo
da MJD/SCAS3 foi escrito por um grupo chinés, com sintomas imitando paraplegia espastica
hereditaria (Wang et al. 2009). Mas os dados referentes a esse tipo da doenga ainda ndo foram

confirmados, nem aceitos de forma abrangente.

b. Bases Genéticas

A identificacdo do mecanismo molecular responsavel pela MIJD/SCA3 é de grande
interesse, tanto cientifico como para o desenvolvimento de terapias e tratamentos. Estudos
realizados por Stevanin e colaboradores em 1993 eliminaram os genes causadores de SCAL e
SCA2 como candidatos etiologicos da MJD, que eles denominaram SCA3, por convengao, em
um estudo posterior (Stevanin et al. 1995). Esse precedente, exacerbado pela alta
heterogeneidade clinica, gerou uma série de confusdes sobre a identidade de SCA3 e MJD,
necessitando a investigacao na cognicao dessas sindromes aparentemente clinicamente distintas,
mas molecularmente parecidos. Depois de uma série de publicacdes, MJD e SCA3 foram
confirmados como sendo a mesma doenca (Matilla et al. 1995; Haberhausen et al. 1995), mas

por convencdo, até hoje, os dois nomes estdo utilizados para denominar essa doenca



neurodegenerativa especifica. Tomando como exemplo pesquisa em outras doengas
neurodegenerativas, 0 primeiro passo na identificacdo do locus responsavel para o
desenvolvimento da MJD/SCAS3 foi a utilizagdo do mapeamento genético por andlise de ligacao,
com dois grupos identificando uma regido do braco longo do cromossomo 14 como associado
a doenca (Takiyama et al. 1993; St George-Hyslop et al. 1994). Como varias desordens
neurodegenerativas e multisisttmicas, como a SCAl e a doenca de Huntington, foram
relacionados com expansoes trinucleotidicas, esse mecanismo foi uma das linhas principais para
investigacdo na MJD/SCA3. Em 1994, Kawaguchi e colaboradores localizam um trato de
repeticdes CAG na regido previamente associada com MJD/SCA3 (Kawaguchi et al. 1994).

Posteriormente, em 2001, Ichikawa e colaboradores descreveram a estrutura do gene
MJD, hoje em dia conhecido como ATXN3, e a expressao desse gene (Ichikawa et al. 2001). A
estrutura do gene foi determinada como sendo composta por 11 éxons, intercalados por 10
introns, com a expansdo CAG localizada no inicio do décimo éxon. Essa descoberta abriu as
portas para investigacOes iniciais do mecanismo proteico que causa a doenca, sendo que a
expansdo nucleotidica, quando traduzida, gera um trato poliQ estendido. Em termos da
expressao, analises por Northern Blot mostraram expressdo ubiqua do RNA do ATXN3, em
espécies de varios tamanhos, indicando possiveis sitios de splicing no gene ou poliadenilacéo
diferenciada (Ichikawa et al. 2001).

Geneticamente falando, MJD/SCA3 canonicamente apresentava uma doenca
autossdmica dominante de penetrancia completa. Estudo abrangente de 149 pacientes afetados,
204 individuos em risco ¢ 320 individuos normais delimitou a defini¢ao do alelo “normal” como
apresentando entre 12 e 44 repeti¢Ges, enquanto os alelos patogénicos foram descritos como
aqueles contendo entre 61 e 87 repeticdes (Maciel et al. 2001). Nesse mesmo trabalho, foi
descrito o caso de um individuo com 51 repeticdes sem manifestacdes clinicas, indicando que
um alelo desse comprimento ndo expressa o fendtipo MJD/SCAS. Entretanto, a questdo dos
alelos intermediarios gerou resultados inconclusivos e estdo ainda mais complicados por serem
raros. Ao contrério do trabalho de Maciel e colaboradores, uma série de outros estudos
mostraram que os alelos intermediarios sdo capazes de desenvolver a doenca (van Alfen et al.
2001; Gu et al. 2004), sendo o alelo com 45 repeticdes o menor alelo patogénicos descrito
(Padiath et al. 2005).



E importante notar que essa expansdo CAG ndo é considerada estavel; ou seja, a
tendéncia da expansdo nessa faixa € aumentar seu tamanho para a proxima geracao (Maruyama
et al. 1995). O alelo normal é transmitido de forma conservadora, sem mudanca, enquanto o
alelo mutante tende a acumular repeti¢cGes (Igarashi et al. 1996). Esse fendmeno molecular é a
causa de antecipagdo: em uma familia, a idade de inicio da doenca é mais precoce na proxima

geracédo (Klausen 2007).

c. Bases Moleculares

A principal caracteristica marcante das doencas poliQs sdo as chamadas inclusfes
proteicas formadas por aglomeracédo de proteinas poliQ mutantes (Zoghbi and Orr 1999). No
caso da MJD/SCAS, a proteina que forma esses aglomerados € a ataxina-3, uma proteina
expressa de forma ubiqua nos tecidos do sistema nervoso humano (Nishiyama et al. 1996). A
funcdo especifica dessa proteina ndo é conhecida, mas modelos em camundongo knock-out e
analises estruturais indicam uma provavel funcdo relacionada com a deubiquitinizacdo (Chow
et al. 2004; Schmitt et al. 2007), especificamente relacionando a ataxina-3 com processos de
degradacdo de proteinas (Burnett et al. 2003). Além disso, a interacdo de tratos poliQ, e
especificamente o trato da ataxina-3, com a maquinaria de regulacdo de transcricdo esta bem
documentada (Shimohata et al. 2000; McCampbell et al. 2000; Li et al. 2002). Dificultando mais
a situacdo, modelos knock-out em Caenorhabditis elegans ndo demonstraram diferenca de
comportamento, nem na expectativa de vida (Rodrigues et al. 2007). Em termos da localizacao,
a ataxina-3 consegue se deslocar entre o0 ndcleo e o citoplasma da célula, indicando sua alta
poténcia transportadora (Chai et al. 2002).

A primeira indicacdo que a proteina mutante tem provavel papel no desenvolvimento da
doenga entra nessa mesma questdo de localizacdo: nos pacientes afetados, a ataxina-3
preferencialmente desloca para o nucleo, formado inclusdes (Schmidt et al. 1998). Esse efeito
da proteina mutada parece ser ao mesmo tempo critico para o desenvolvimento da doenca e, ao
mesmo tempo, ter grande poder neuroprotetor. Estudos com a proteina huntingtina, uma
proteina poliQ que responsavel, quando expandida, pela doenca de Huntington, demonstra que
a introducdo de aglomerados de peptideos poliQ no nicleo de neurénios leva até a degeneracéo



das células, ou seja, eles sdo altamente toxicos para células (YYang et al. 2002). Ao mesmo tempo,
existem evidéncias que as inclusdes de proteinas poliQ nao levam até a morte celular, mas
protegem a célula, provavelmente devido ao sequestro de proteina mutante (Arrasate et al.
2004). Esses resultados aparentemente contraditérios demonstram a complexidade da questao
da neurodegeneragdo, e indicam a provavel existéncia de fatores adicionais atuando nesse

processo, além da simples inclusdo de agregados poliQ.

d. Efeitos Modificadores de Idade de Inicio da Doenca de Machado-Joseph

A idade de inicio da MJD/SCAS3 apresenta grande interesse para individuos afetados e
para pesquisadores investigando a doenca por causa da sua grande variabilidade. As primeiras
tentativas de descrever os mecanismos que determinam a ii se baseavam, de novo, nos estudos
de outras doencas neurodegenerativas. Essas tentativas foram realizadas inicialmente por dois
grupos independentes que consideravam o tamanho da expansdo, ou seja, 0 numero de
repeticbes CAG, como o principal fator determinante na ii. Em 1995, Maciel e colaboradores
descreveram correlagédo inversa entre o tamanho do alelo expandido e a ii, sendo que alelos
menores correspondiam a ii mais tardias (Maciel et al. 1995). Esse estudo determinou que esse
fator é capaz de explicar somente cerca de 45,8% da variabilidade da ii em pacientes com
MJD/SCA3 em uma amostra de pacientes de origem portuguesa, norteamericana e brasileira.
No mesmo ano, Maruyama e colaboradores demonstraram que, em uma populacéo japonesa,
esse mesmo fator explicava ao redor de 76% de variagéo da ii (Maruyama et al. 1995).

Essa inconsisténcia da influéncia de tamanho da expansdo continuou a ser observado em
estudos posteriores nessa area. O estudo de uma coorte holandesa, em 2002, demonstrou que 0
namero de repeticGes contribuiu entre 52 até 76% na variabilidade da ii da doenca (van de
Warrenburg et al. 2002), enquanto que, em uma populagdo cubana, esse mesmo fator contribuiu
até 81% (Gonzalez-Zaldivar et al. 2015). Um estudo recente realizado no estado do Rio Grande
do Sul apontou uma influéncia relativamente menor do tamanho de expansao nos pacientes
dessa regido, sendo que somente 62,1% da variacao foi explicada por esse fator (Saute and
Jardim 2015). Essas informagdes demonstram uma variagdo da influéncia da expansdo em

populacdes distintas, indicando a provavel existéncia de fatores adicionais que atuam no



desenvolvimento de doenga, levando as discussGes se esse fator € genético ou ambiental
(DeStefano et al. 1996).

Na investigacdo de fatores genéticos, o primeiro suspeito foi o tamanho do alelo normal
do ATXN3. Um dos primeiros estudos desse aspecto foi realizado em 1996 por Dirr e
colaboradores, utilizando uma grande amostragem de pacientes e controles com origens
geograficas globais distintas (Durr et al. 1996). Em uma coorte de 91 pacientes afetados com ii
descrita, o alelo expandido representou uma contribuicdo de 64% para variacao da ii. A inclusdo
de alelo “normal” na analise acrescentou mais 6%, sendo que o sentido de correlagdo continuou
sendo a mesma, ou seja, alelos ndo-expandidos maiores corresponderam a uma ii mais precoce.
No Brasil, um estudo abrangente confirmou esses resultados, com 59,6% e 6,01% de influéncia
do alelo expandido e alelo normal, respectivamente (Franca et al. 2012). Mas, mesmo levando
em conta esse fator, o tamanho do alelo normal apresenta uma contribuicdo pequena e ainda
permanece uma grande porcdo da variabilidade sem uma causa especifica.

Uma outra &rea de investigacdo € a pesquisa de variabilidade nas regides regulatorias e
seu efeito sobre a ii da doenca. Long e colaboradores identificaram dois polimorfismos de
nucleotideos unicos (SNP — single nucleotide polymorphism) na regido do 3’UTR como
potenciais modificadores de ii em MJD/SCA3 (Long et al. 2015). Em uma populacéo chinesa,
a variagdo da ii foi pouco influenciada pelo alelo expandido (<50%), direcionando 0s
pesquisadores para a busca de outros fatores que poderiam influenciar a ii nesses pacientes. O
alelo A do rs709930 e o alelo T do rs910369 foram detectados mais frequentemente em
pacientes com MJD/SCA3 quando comparado com controles saudaveis. Além disso, eles foram
capazes em diminuir a ii de 2 até 4 anos, mostrando um efeito danoso para os pacientes e
contribuindo com 2% na variacdo da ii. Analises semelhantes realizadas na regido 5’UTR néo
identificaram SNPs clinicamente significativos (Bettencourt et al. 2012). Esse estudo encontrou
um unico SNP (rs3814834) nessa regiao e tentativas de caracterizar uma funcdo molecular para
essa variante ndo apresentaram resultados.

Além dos SNPs, fatores epigenéticos presentes nas regides reguladoras foram levantados
como possiveis modificadores da doenca. A hipermetilacdo das ilhas de CpG na regido
promotora foi identificada como potencial modificadora da doenca, mas as analises sempre

ficam prejudicadas pela influéncia do efeito do alelo expandido. A reducao de 10% da metilacao



foi associada com reducdo de até 2,4 anos na ii, mas esse efeito praticamente desaparece quando
considerado em conjunto com o tamanho da expansdo e do alelo normal (Emmel et al. 2011).
Portanto, ndo foi possivel confirmar ou excluir completamente o efeito da metilacdo na regido
promotora do ATXN3 em pacientes com MJD/SCA3. Estudos mais recentes, realizados em uma
populacdo de familia chinesas, avaliou o grau de metilagdo da regido promotora do ATXN3 em
irmaos com o mesmo tamanho da expansdo, mas com ii diferentes. Dessa forma, a influéncia
dos fatores genéticos ja conhecidos foi eliminada e o efeito ambiental minimizado. Os resultados
obtidos mostraram niveis de metilacdo significativamente maiores nos individuos com ii mais
precoce (Wang et al. 2017), contradizendo os resultados do trabalho anterior. Esses fatos
indicam que variagdes populacionais podem atuar de forma distinta como fatores moduladores
na MJD/SCA3.

Além do alto nimero de investigacOes realizadas em fatores intragénicos, 0s potenciais
efeitos modificadores de outros genes, além do ATXNS3, estdo sendo amplamente avaliados. Os
genes associados a outras doencas neurodegenerativas séo alvos desses estudos, com evidéncias
crescentes que apontam para o fato que a biologia molecular da neurodegeneragdo de uma forma
geral € um mecanismo compartilhado ou, pelo menos semelhante, em varias doencas
neurodegenerativas (Durrenberger et al. 2015).

Os primeiros genes investigados foram os causadores de outras doencas poliQ, devido
ao fato da mutagdo pertencer ao mesmo grupo e o quadro clinico ser bastante semelhante. Um
estudo abrangente do EUROSCA, um consorcio europeu dedicado a pesquisa de SCAs, foi
realizado com o objetivo de localizar genes modificadores de doenca compartilhados entre as
SCAs e outras doencas de expansdes trinucleotidicas (Tezenas du Montcel et al. 2014). O estudo
foi conduzido utilizando amostras de 1255 pacientes e incluiu oito genes que causam doengas
neurodegerativas por expansdes trinucleotidicas. As analises realizadas pelo grupo
demonstraram que trés genes atuaram como modificadores para MJD/SCA3. Um deles foi o
gene ATXNZ2, o qual esté associado a ataxia espinocerebelar do tipo 2 (SCA2) (Pulst et al. 1996).
Os alelos de tamanho intermediario nesse gene, definidos como aqueles contendo entre 27 e 29
repeticbes CAG, foram associados com ii precoce quando comparados com alelos ATXN2
menores. O outro modificador identificado foi o gene ATN1, cuja expansdo causa a atrofia
dentatorubro-palidoluisiana (Koide et al. 1994; Nagafuchi et al. 1994). A interacdo de ATN1



com o alelo expandido no ATXNS3 foi associado a diminuigdo na ii de MJD/SCAS3. O terceiro
gene identificado como um potencial neuroprotetor foi 0 gene HTT, o qual, quando expandido
causa a doenca de Huntington (MacDonald et al. 1993). Nesse estudo, a presenca de alelos
curtos no gene HTT foi associada a um aumento na ii de pacientes com MJD/SCA3. Nao foi
identificado nenhum efeito dos genes ATXN1, ATXN7, TBP e CACNALA sob a ii de pacientes
com MJD/SCA3. Uma série de experimentos confirmatérios foram realizados posteriormente
em quatro populacdes (caucasianas ou asiaticas) para reforcar a associacao entre essas doencas.
Entretanto, os resultados ndo foram replicados, provavelmente por diferengas nas frequéncias
alélicas entre populacdes distintas (Tezenas du Montcel et al. 2014).

Essas interacOes génicas foram estudadas em outras populagGes e os resultados obtidos
evidenciam novamente diferencas populacionais. A analise de uma coorte de 102 pacientes
brasileiros com MJD/SCA3 nédo encontrou associacdo dos genes estudados pelo EUROSCA e
nem influéncia dos mesmos no quadro clinico dos pacientes (de Castilhos et al. 2014).
Entretanto, um estudo anterior do mesmo grupo, identificou o gene ATXN2 como modificador
de uma manifestacdo clinica, fascicula¢bes, em pacientes com MJD/SCA3 (Jardim et al. 2003).
Importante ressaltar que, apesar da populacao ter a mesma origem, os pacientes incluidos foram
diferentes.

Além dessas relacdes dentro da familia de doengas neurodegenerativas, existem

evidéncias possivelmente relacionando outros genes além dos acima descritos como
modificadores da ii. O mais polémico é a associacdo do alelo €2 do gene APOE. Dois grupos
independentes, um deles incluindo 192 individuos de popula¢des de ascendéncia portuguesa

(brasileiros, agorianos e portugueses) (Bettencourt et al. 2011a) e outro com 155 chineses (Peng
et al. 2014), identificaram o alelo €2 como fator de risco para ii precoce. No primeiro, a incluséo
de alelo €2 nas andlises de modelos lineares aumentou significativamente o efeito da
variabilidade de 59,8% até 60,9%, e se traduziu clinicamente pela diminuicdo da ii em até 5
anos. No estudo de Peng e colaboradores, o efeito também foi drastico, com o alelo €2
diminuindo a ii em até 4 anos, e aumentando a explicacdo da variabilidade de 44,6% até 45,9%
(Peng et al. 2014). Além da influéncia do APOE, foi descrito o efeito agravante do alelo IL6*C

em pacientes com MJD/SCA3, com uma diminui¢do na ii de até 4 anos (Raposo et al. 2017). O
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mesmo estudo também comecou a relacionar os mecanismos moleculares da influéncia do gene
APOE com o sistema imune, especificamente compartilhando a via molecular do gene IL6. Por
outro lado, um estudo mais antigo, de Zhou e colaboradores, analisou dados de 403 pacientes
asiaticos e ndo encontrou efeito do alelo €2, mesmo com as frequéncias alélicas sendo parecidas
com as dos dois estudos anteriores (Zhou et al. 2014). Nesse mesmo estudo, que exclui as
variantes do gene APOE como possiveis modificadores da doenca, os autores de novo
reforcaram o papel modificador do alelo normal na MJD/SCA3, elevando o valor preditivo de
65,9% até 66,6%.

Como citado anteriormente, o papel da ataxina-3, tanto na forma normal quanto a
proteina mutante, ainda ndo foi elucidado de forma definitiva. Mas, existem evidéncias que,
agregados dessa proteina e de outras doencas poliQs, podem ter a sua agregacdo alterada por
proteinas de choque térmico, tais como hsp70 (Robertson et al. 2010). Na acdo dessas proteinas
¢ igualmente importante a funcdo das chaperonas e de enzimas que guiam a sua atividade. E um
desses componentes, a proteina CHIP, inspirou a investigacdo na sua possivel papel na
MJD/SCAZ3, sendo que ele é capaz de suprimir os agregados in vivo e in vitro (Miller et al.
2005). Um estudo realizado com pacientes brasileiros investigou o possivel efeito neuroprotetor
de polimorfismos no gene CHIP em 210 pacientes com MJD/SCA3 (Franca et al. 2012).
Entretanto, apesar da fundamentacéo tedrica, ndo foram encontrados polimorfismos com efeito
modificador na coorte estudada.

Portanto, a quantidade de dados produzidos até 0 momento demonstra a dificuldade da
identificacdo de qualquer modificador na MJD/SCAS3, sendo que o efeito de variabilidade
populacional e/ou do tamanho amostral do estudo. Desta forma, permanece em aberto a procura
por modificadores que possam explicar a variabilidade de ii que ndo é explicada pela variacao

do tamanho dos alelos mutantes no gene ATXN3 em pacientes com MJD/SCA3.

4. CO9orf72

C9orf72 (chromosome 9 open reading frame 72) é uma proteina em grande parte
ignorada pelos estudos cientificos até 2011, quando foi descrita como a etiologia molecular para

um grande numero de pacientes de esclerose lateral amiotréfica (ALS - amyotrophic lateral
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sclerosis), deméncia frontotemporal (FTD - frontotemporal dementia) e comorbidade ALS-FTD
por dois grupos independentes (DelJesus-Hernandez et al. 2011; Renton et al. 2011). A partir
dai, ocorreu um aumento exponencial de nimero de estudos conduzidos associados a essa

proteina e seu gene.

a. Estrutura e Funcédo do gene C9orf72

O gene C9orf72 estd localizado no braco curto do cromossomo 9, regido 21.2.
Atualmente, duas mutacGes patogénicas foram descritas nesse gene: um regido de expansédo
hexanucleotidica (GGGGCC),, também conhecida como G4C; (DeJesus-Hernandez et al. 2011;
Renton et al. 2011) e uma mutacdo de mudanca de quadro de leitura em um sitio de splicing,
com essa Ultima tendo sido descrita em um Unico paciente (Liu et al. 2016). A expansdo na
regido ndo-codificante desse gene é o principal alvo de estudo do C9orf72. O transcrito esta
sujeito a um mecanismo de splicing alternativo complexo, gerando trés variantes de pré-RNA
mensageiros (MRNA), codificando um total de duas isoformas da proteina C9orf72 (DeJesus-
Hernandez et al. 2011).

Estruturalmente falando, a proteina C9orf72 € homdloga a proteinas da classe DENN
(Zhang et al. 2012; Levine et al. 2013), as quais tém funcdo de regulamento das Rab GTPases.
A funcéo exata da proteina codificada pelo gene ainda ndo é conhecida, mas ha implicacdes da
proteina na regulacao do trafego endossomal devido a sua interagdo com proteinas da classe Rab
GTPases (Farg et al. 2014). Além disso, interacBes com proteinas Rab implicam o papel da
C9orf72 no processo de autofagia (Webster et al. 2016). Como a proteina s6 recentemente entrou
na visdo popular da pesquisa, mais estudos sdo necessarios para determinacdo de todas as

interagdes de C9orf72 nos processos celulares.

b. Expansdo GGGGCC

Em 2011, DeJesus-Hernandez e colaboradores e Renton e colaboradores descreveram

simultaneamente uma repeticdo hexanucleotidica G4Cz, localizada na regido ndo-codificante no
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intron 1 do gene C9orf72 (DeJesus-Hernandez et al. 2011; Renton et al. 2011). O aumento do
numero dessas repeticdes foi associado com a etiologia de até 20% dos casos de ALS-FTD. A
partir dai o papel do C9orf72 vem sendo investigado por varios grupos em doencas
neurodegenerativas. Devido ao fato da regido ser ricaem GC, a repeti¢cdo pode formar estruturas
do tipo G-quadruplex, uma interagéo de ligacéo de hidrogénio de Hoogsteen, que impede a a¢éo
da DNA polimerase (Sen and Gilbert 1988).

O mecanismo molecular pelo qual essa mutacdo se torna patogénica ainda ndo esta
definido, mas existem trés hipdteses parcialmente descritas e demonstradas experimentalmente.
A primeira postula que a muta¢do produz haploinsuficiéncia da proteina C9orf72 no organismo,
com estudos mostrando que os niveis de MRNA caem drasticamente em pacientes portadores
da expansdo hexanucleotidica (Delesus-Hernandez et al. 2011; Gijselinck et al. 2012),
provavelmente pelo impedimento da transcri¢cdo do gene (Haeusler et al. 2014). Mesmo com
essas evidéncias moleculares, experimentos in vivo apresentam uma outra perspectiva: a
deplecdo de mRNA do C9orf72 nos neurdnios dos murinos ndo resultou em desenvolvimento
de uma série de sintomas neuromotores (Lagier-Tourenne et al. 2013; Koppers et al. 2015).
Além disso, a heranga dominante da doenca em humanos é contréria a teoria de perda de funcéo,
sendo que doencas autossémicas dominantes sdo causadas, principalmente, por mutacfes de
ganho de funcdo. Com a expansdo no gene fazendo parte de um intron, € pouco provavel que a
estrutura da proteina seria modificada pela presenca dessa mutacdo especifica.

A segunda hipotese € o papel da toxicidade de foci de RNA formados por transcritos do
alelo mutante (Gendron et al. 2014). Uma evidéncia que apoia essa hipotese € proveniente de
uma outra doenca neurodegenerativa: a distrofia miotonica do tipo 1 (DM1). A mutagéo
responsavel por DM1 se localiza numa regido ndo codificante do gene-causador da doenca,
assim como a expansdo G4C,. Especificamente, uma expansdo CTG na regido 3’UTR do gene
DMPK (myotonic dystrophy protein kinase) resulta no desenvolvimento da DM1 (Brook et al.
1992). O mecanismo molecular pelo qual essa mutacdo interfere no metabolismo normal da
celula foi caracterizado como interferéncia nos mecanismos de processamento do RNA,
incluindo splicing alternativo (Lin et al. 2006), e sequestro de proteina MBNL1 (muscle blind-
like protein 1) (Miller et al. 2000). Baseando nessa prerrogativa, foram investigados os efeitos

dos foci de RNA no caso de expansdo no gene C9orf72 e foram encontrados resultados
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semelhantes ao que ocorre no produto génico de DMPK. Uma série de proteinas que se ligam
ao RNA foram colocalizadas com os foci de RNA. Uma delas, por exemplo, é a Pur-a, uma
proteina ubiqua e multifuncional, que reconhece a regido GGGGCC como ligante de forma
especifica (Xu et al. 2013). Além disso, outra via molecular foi proposta por Burguete e
colaboradores em 2015: os granulos de RNA tendem a se deslocar, se incorporam com as
particulas ribonucleoproteicas e, com isso, desencadeiam a disfuncao de ramificacdo dendritica
(Burguete et al. 2015). Esse novo mecanismo mostrou que a acdo neurodegenerativa da
expansdo hexanucleotidica ndo se limita ao ndcleo e a maquinaria transcriptional, mas
provavelmente estd também envolvida nos passos posteriores do trafego de RNA dentro da
célula. A validade dessa hipdtese esta sendo contestada por sua ligagdo intima com a terceira
hipdtese: a toxicidade dos dipeptideos.

Mesmo sendo localizada fora da regido codificante, é possivel ocorrer a traducdo da
regido da repeticdo a partir de um mecanismo denominado traducdo associada a repeticdo
iniciada por ndo-ATG (traducdo RAN ou RNA-translation — repeat-associated non-ATG
translation). Esse mecanismo permite que regides altamente repetitivas, tais como a expanséo
G4Cs, sirvam como sequéncia iniciadora de traducéo, levando a producéo de proteinas néo-
canonicas (Koppers et al. 2015). A natureza da mutagdo permite seis diferentes quadros de
leitura, que sdo capazes de resultar em cinco tipos de proteinas dipeptidicas, as quais sdo capazes
de se aglomerar em inclusdes proteicas parecidas com as das doencas poliQ (Ash et al. 2013;
Mori et al. 2013). Os mecanismos exatos sobre como essas proteinas levam a degeneracgéo estao
sendo amplamente discutidos, com teorias que incluem a falha nas vias de degeneracéo proteica,
a formacgéo de folhas amiloides ou a sobrecarga de estresse celular sobre os sistemas de
transporte intracelulares. Proponentes dessa hipdtese frequentemente entram em conflito com
os da teoria de toxicidade de foci de RNA, afirmando que a toxicidade vem das proteinas e ndo
dos transcritos, trazendo como comprovacdo experimentos com utilizacdo de tratos de
expansodes interrompidos, que ndo sdo capazes de desencadear a traducdo RAN (Mizielinska et
al. 2014). A dificuldade em apoiar essa hipotese vem da auséncia de aglomerados de proteinas
dipeptidicas nas amostras pos-mortem dos pacientes, confundindo ainda mais o mistério da

neurodegeneracao mediada por C9orf72.
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c. Esclerose Lateral Amiotrofica e Deméncia Frontotemporal

A esclerose lateral amiotréfica (ALS — amiotrophic lateral sclerosis), uma doenca
neurodegenerativa classica é caracterizada por ii tardio e uma grande variedade de anomalias
relacionadas com o0 movimento ou a atividade muscular e, na sua grande maioria, de etiologia
desconhecida (Zarei et al. 2015). A deméncia frontotemporal (FTD — Frontotemporal dementia)
¢ um termo amplamente utilizado para descrever uma série de sindromes de deméncia
patologicamente heterogéneas e distintas do mal do Alzheimer (Warren et al. 2013). Apesar de
ter um quadro clinico altamente varidvel, uma caracteristica comum da grande maioria dos
pacientes com FTD € a presenca de inclusbes proteicas semelhantes as das doencas
neurodegenerativas como MJD/SCA3 (Rabinovici and Miller 2010). A histdria de comorbidade
ALS-FTD é longa, mas s6 recentemente, com avancos nas tecnologias moleculares, foi proposta
a teoria que essas duas doencas possam representar dois extremos de um espectro Gnico de vias
moleculares neurodegenerativas comuns (Ferrari et al. 2011). Até 2011, a grande maioria dos
casos nao tinha nenhuma explicacdo molecular descrita, com poucos casos de ALS sendo
causados por mutages no gene SODI, resultando em inclusdes da proteina mutante nos
neurdnios (Rosen et al. 1993). O grande avango na area foi a descoberta de expansdo G4C2 no
gene C9orf72 como principal agente etiolégico no espectro ALS-FTD, podendo explicar até
34,2% dos casos de ALS e 25,9% dos casos de FTD puro (van Blitterswijk et al. 2012).

Em termos de mecanismos especificos as doencas ALS-FTD relacionadas a expanséo,
estudos mostram resultados contraditdrios. Anélises in vitro dos transcritos de C9orf72 humano
demonstraram a producdo de dipeptideos toxicos a partir de traducdo RAN (Tabet et al. 2018).
Por outro lado, modelos funcionais em zebrafish elimina esses tratos toxicos como a etiologia
da doenca e apontam para a toxicidade de RNA como culpado (Swinnen et al. 2018), sendo que
os transcritos de C9orf72 demonstravam afinidade para subunidades ribossomais. Uma
caracteristica importante é que a presenca da expansdo no C9orf72 nao indica auséncia de outros
sinais neurodegenerativos nos pacientes. Um exemplo é a presenca das inclusdes da proteina
TDP-43 em grande nimero de casos com a expansao de G4C, (Boeve et al. 2012; Mahoney et
al. 2012).

15



Portanto, a ocorréncia de expansdo do hexanucleotideo G4C2 no gene C9orf72 esta
amplamente descrita, mas o efeito dessa alteracdo no processo de neurodegeneracdo ainda

precisa ser elucidado.

5. Justificativa

O estudo de genes modificadores de doengas neurodegenerativas apresenta grande
interesse para maior conhecimento tanto da fisiopatologia de MJD/SCAS3 quanto para o
desenvolvimento de terapias para essa doenca. Conforme dito anteriormente, genes relacionados
com outras doencas neurodegenerativas podem interagir e podem atuar como modificadores de
outras patologias com mecanismos semelhantes. Além disso, existem uma série de evidéncias
para a possivel relacdo entre MID/SCA3 e C9orf72, que serdo descritos abaixo.

A MJD/SCAS3 e a ALS compartilham vias moleculares de degradacéo proteica. Tanto a
ataxina-3 quanto a superédxido-dismutase 1 (SOD1) foram associadas com vias proteicas que
passam pelo reticulo endoplasmatico (ER, endoplasmatic reticulum). A interacdo entre essas
duas proteinas foi demonstrada e essa interacdo é regulada por um representante de enzimas do
ER: a gp78 (Ying et al. 2009). Esse estudo demonstrou a estreita relacdo da gp78 com as
proteinas ataxina-3 e SOD1, sendo que, quando superexpressa, ela € capaz de regular os
aglomerados de proteinas mutantes através de ubiquitinizacdo e, consequentemente, envio para
vias de degradacao.

Além da via de degradacdo compartilhada, foram documentados casos de individuos
com expansdo hexanucleotidica que compartilhavam quadros clinicos e patolégicos com
pacientes de MJD/SCA3. Um paciente dinamarqués foi identificado como carregador da
expansdo, com historico familiar de ataxia, que nédo entra no quadro classico de ALS (Lindquist
et al. 2013). Na Franca, um grupo identificou caso de pura ataxia cerebelar ligada com a
expansdo GsC», indicando que existe um mecanismo molecular do C9orf72 que atua na
degradacéo de cerebelo (Corcia et al. 2016). O caso de paciente italiano carregador da mutagédo
e demonstrando as sintomas de desordens psiquiatricas e ataxia cerebelar progressiva (Meloni

etal. 2017). Esses casos clinicos mostram claramente que o papel de C9orf72 nédo esta confinado
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para as vias de doencas de ALS-FTD, e demonstram a necessidade em investigar a influéncia
desse gene em outras doengas neurodegenerativas.

Levando em consideracao o papel do gp78 e esses casos clinicos, a questdo da relacéo
de C9orf72 como potencial modificador da MJD/SCAS3 permanecia aberto. Até 0 momento, um
unico estudo foi realizado na investigacao dessa interacdo (Wang et al. 2015). Nesse estudo, foi
descrito o possivel papel dos alelos normais “intermediarios” (alelos com 7 a 30 repeti¢6es). Foi
observado que pacientes com pelo menos um alelo intermediario apresentara ii
aproximadamente 3 anos mais cedo do que os pacientes com dois alelos de até 6 repeticdes,
inclusive. Portanto, as evidéncias apresentadas indicam um possivel papel das repeticdes
nucleotidicas no C90rf72 como modificador na MJD/SCA3.
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1. Objetivos

1. Objetivo Geral

Avaliar a repeticéo hexanucleotidica GGGGCC no gene C9orf72 como possivel modificador da

idade de inicio em pacientes brasileiros com doenca do Machado-Joseph/ataxia espinocerebelar

tipo 3 (MJD/SCA3).

2. Objetivos Especificos

- Determinar a distribuicdo alélica da repeticdo GGGGCC no gene C9orf72 em amostras

controles;

- Avaliar a distribuicdo alélica GGGGCC no gene C9orf72 em pacientes com MJD/SCA3;

- Comparar a distribuicdo alélica nos dois grupos (controles e pacientes com MJD/SCA3);

- Dividir os pacientes com MJD/SCA3 em dois grupos de acordo com a presenca ou ndo de

alelos “intermediarios” no gene C90rf72 e comparar com a ii da doenca de uma forma geral;

- Comparar apenas o0s pacientes com MJD/SCA3 do grupo de ii precoce e ii tardia de acordo
com a expansdo no gene ATXN3 com a distribuicdo dos alelos normais no gene C9orf72.
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1. Resultados

Os resultados desse trabalho serdo apresentados na forma de dois manuscritos conforme listados

abaixo:

- C9orf72 gene and Cerebellar Ataxia: A Tenuous Relationship — Review

- Analysis of C9orf72 hexanucleotide repeats length as a potential modifying factor of

age of onset in Machado-Joseph Disease/Spinocerebellar Ataxia Type 3 patients —

Original Article

Os dois manuscritos serdo submetidos para publica¢do no periddico Clinical Genetics.
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V. Discussao e Conclusdes

Durante a realizacdo do nosso estudo, efetuamos uma revisdo abrangente da literatura,
considerando os possiveis papeis de C9orf72 no desenvolvimento de sintomatologia ataxica. A
funcdo principal da proteina C9orf72 continua desconhecida, o que dificulta a elucidacdo do
mecanismo de desenvolvimento das doencas relacionadas com esse gene. Cada uma das trés
vias propostas para a acdo da proteina C9orf72 como agente causador da doenca podem ser
mecanisticamente relacionados com as doencas ataxicas. Um dos mais promissores nessa area
de pesquisa é o papel tdxico dos agregados dipeptidicos para a via de agrefagia (Brettschneider
et al. 2012; Hjerpe et al. 2016), que resulta na remogéao dos grandes aglomerados proteicos, tais
como os que se formam nas doencas poliQ. Mais detalhes podem ser vistos no nosso artigo de
reviséo.

Além das possiveis vias moleculares de atuacdo do gene C9orf72 para o
desenvolvimento de ataxias, durante a ultima década varios estudos clinicos surgiram
relacionando esse gene com esse grupo heterogéneo de doengas, com resultados contraditorios.
Enquanto relatos de casos individuais mostram uma possivel relacao entre esse gene e sintomas
ataxicos (Goldman et al. 2014; Corcia et al. 2016), estudos abrangentes incluindo um grande
numero de pacientes negam essa relacéo (Fogel et al. 2012; He et al. 2016). E importante notar
que tipicamente esses estudos de grande escala s consideram a expansao patogénica, em vez
de também analisar os alelos normais como fator etioldgico.

O unico estudo sobre a possivel correlacdo de C9orf72 com a MJD/SCAS3 foi realizado
em 2015, numa coorte chinesa. Nesse estudo foi descoberto um possivel papel neuroprotetor
dos alelos mais curtos nos individuos com essa doenca (Wang et al. 2015). Levando em
consideracdo a diferenca na distribuicéo dos alelos normais do C9orf72 nas populacdes asiaticas
e europeias (van der Zee et al. 2013; He et al. 2015), e o fato que populacdes diferentes podem
manifestar ii distintas (Tezenas du Montcel et al. 2014), n&o seria adequado a aplicacédo direta
desses resultados aos pacientes brasileiros de MJID/SCAS.

Portanto, identificamos inicialmente uma diferenca no perfil de frequéncias alélicas na
nossa populacdo comparada com a distribuicdo trimodal estrita europeia. Isso pode ser devido

a influéncia das outras populagdes (tanto colonizadoras, como indigenas) na populacdo
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brasileira (Manta et al. 2013), mas ainda foi possivel observar a grande influéncia europeia no
perfil genético da nossa populacdo. Nenhuma expanséo patolégica foi detectada nos individuos
amostrados, conforme esperado.

Em termos da correlacdo da C9orf72 com ii nos pacientes de MJID/SCAS,
diferentemente dos resultados do Wang, et al., (2015), ndo observamos influéncia
neuroprotetora dos alelos curtos. Para garantir que isso nao seria um resultado que sofre viés do
grande nUmero de pacientes com ii estatisticamente esperado, foi utilizada a técnica de
amostragem de fendtipos extremos. Levando em consideracdo sd o0s pacientes com ii muito
precoce ou tardia, nenhuma relacdo do C9orf72 foi descoberta com nenhum dos grupos. Dentro
dos fendtipos extremos, ndo detectamos a influéncia do tamanho dos alelos normais sobre a
gravidade fenotipica.

Por fim, considerando as informacdes geradas por esse estudo, na coorte analisada, o
tamanho do trato das repeticdes hexanucleotidicas do gene C9orf72 néo foi identificado como

agente modificador da idade de inicio doenca do Machado-Joseph.
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