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Resumo

A doenca de Machado-Joseph (MJD), também conhecida como ataxia
espinocerebelar do tipo 3 (SCA3), € uma doenca neurodegenerativa de inicio
tardio. SCA3/MJD € a mais comum dentre as ataxias espinocerebelares no
mundo, tendo uma alta prevaléncia no sul do Brasil (seis casos em cada 100.000
individuos). SCA3/MJD é caracterizada por degeneracéo do cerebelo e o principal
sintoma € a ataxia; no entanto, os sintomas sao variados. A doenca inicia
normalmente entre os 30-40 anos de idade, podendo se manifestar em qualquer
idade até na infancia e apresenta uma progressao lenta. A doenca € causada por
uma mutacdo no gene ATXN3, onde uma expanséao de repeticbes CAG (acima de
52 repeticdes) leva o individuo a manifestar a doenca em algum momento da vida,
sendo que o numero de repeticbes CAG esta associado a idade de inicio e
gravidade da doenca. No entanto, o fato das repeticbes CAG ndo explicarem
completamente essas caracteristicas e a progressao da doenca ser lenta, se faz
necessario o estudo de biomarcadores para identificacdo do inicio da doenca e
sua progressao. Nesta tese, serdo abordados possiveis biomarcadores de estado
e progressao na SCA3/MJD. Através da revisdo de estudos com biomarcadores
em SCA3/MJD, identificou-se que a proteina NSE, a glutationa peroxidase, o
reflexo vestibulo-ocular e video-oculografia sdo bons candidatos a biomarcadores
de estado da doenca e as escalas clinicas ainda sdo os melhores biomarcadores
de progressado. Analisando a composicao corporal, foi identificado que o IMC esta
associado a repeticdes CAG expandidas. No entanto, ndo achamos associagao
com a doenca, provavelmente devido a selecao dos nossos casos. Além disso, 0s
individuos com SCA3/MJD apresentaram maior sensibilidade periférica a insulina
guando comparados aos controles. Essa sensibilidade ndo estd associada ao
indice de massa corporal (IMC) e se correlaciona com a idade e gravidade da
doenca. O estudo de proteinas apresentou alteragdo em algumas neurotrofinas,
onde NGF mostrou niveis mais baixos em pacientes com SCA3/MJD do que em
controles, além de diminuir os niveis ao longo de 48 semanas. Uma correlacdo
positiva foi observada entre NGF e Neurological Examination Score for

Spinocerebellar Ataxia (NESSCA), além de uma correlacdo inversa entre BDNF e

Vi



Scale for the assessment and rating of ataxia (SARA). Além disso, confirmamos
niveis mais elevados de NSE. O CTNF diminui com a idade em controles, mas
correlacdo semelhante em SCA3/MJD nao atingiu significancia estatistica. A
analise de mRNA mostrou que pacientes com SCA3/MJD apresentam expressao
reduzida de HDACG6 e que o uso de litio aumenta a expressao dos genes HDAC6
e de GSK3B. O presente trabalho inclui o estudo de um amplo espectro de
possiveis biomarcadores e é um dos poucos estudos que inclui andlises
prospectivas. Candidatos a biomarcadores de estado e progressdo foram
apresentados nesse estudo, contribuindo para a compreensao da fisiopatologia da

doenca e para possivel uso em futuros ensaios clinico.
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Abstract

Machado-Joseph disease (MJD), also known as spinocerebellar ataxia type
3 (SCA3), is a late-onset neurodegenerative disease. SCA3/MJD is the most
common spinocerebellar ataxias worldwide, being highly prevalent in South Brazil,
where it reaches six cases per 100,000 individuals. SCA3/MJD is characterized by
cerebellum degeneration and ataxia is the main symptom of the disease. However,
symptoms are diverse and progression is slow. The onset of disease usually
begins at 30-40 years old, but onset can be seen at any age, even during
childhood. SCA3/MJD is caused by a mutation at the ATXN3 gene, where an
expansion of CAG repeats (above 52 repeats) leads to disease onset at some
point in life. CAG repeat length is inversely correlated with age of onset and
severity. The fact that CAG length does not explain all disease characteristics and
the disease presents a slow disease progression; biomarkers studies are required
for identification of disease onset and progression. In this thesis, it will be shown
some candidates to state and progression biomarkers in SCA3/MJD. Through
review of studies on biomarkers, it was identified NSE protein, glutathione
peroxidase, vestibulo-ocular reflex and video-oculography as good candidates to
biomarkers of disease state and clinical scales are the best progression biomarkers
to date. Analyzing body composition, it was identified an association between BMI
and CAG expanded repeats. However, no association was found with the disease,
probably due to the selection of our cases. In addition, individuals with SCA3/MJD
had higher peripheral sensitivity to insulin when compared to controls. This
sensitivity was not associated with body mass index (BMI), and correlated with age
and disease severity. Alterations in neurotrophins were demonstrated, where lower
levels of NGF were shown in SCA3/MJD patients than in controls, with further
reduction during 48 weeks long period. A positive correlation was seen between
NGF and Neurological Examination Score for Spinocerebellar Ataxia (NESSCA),
and an inverse correlation was seen between BDNF and Scale for the assessment
and rating of ataxia (SARA) in SCA3/MJD at baseline. In addition, higher NSE
levels were confirmed. CTNF was shown to decrease with age in controls, and this

correlation was not observed in SCA3/MJD. mRNA analyses showed that



SCA3/MJD patients have reduced expression of HDACG6, and that treatment with
lithium increases HDAC6 and GSK38 genes expression. We have studied a broad
spectrum of possible biomarkers, and this is one of few studies including
prospective analyses. Candidates to state and progression biomarkers were
presented in this study, contributing to the understanding of disease

physiopathology, and for a possible application in future clinical trials.



1 Introducéo

1.1 Ataxias Espinocerebelares

As ataxias espinocerebelares (“Spinocerebellar Ataxia” — SCA) sdo um
grupo de doencas neurodegenerativas hereditarias de inicio tardio com sintomas
heterogéneos, sendo principalmente caracterizadas por uma lenta e progressiva
disfuncdo cerebelar, resultando em uma marcha instavel (ataxia), perda da
coordenacdo dos movimentos dos membros superiores e problemas na fala
(disartria). Elas também podem estar associadas com outros sinais neurolégicos,
tais como sinais piramidais ou extrapiramidais, comprometimento cognitivo e
oftalmoplegia.

Os sintomas citados acima se fazem presentes no grupo como um todo,
sendo que algumas delas podem apresentar sintomas especificos. Um exemplo é
na SCA7 onde individuos veem a apresentar perda visual com retinopatia. Por
serem doencas progressivas, os diferentes sintomas tendem a aparecer alguns
anos apoés surgir o primeiro sintoma (este normalmente sendo a ataxia), tornando
o diagnéstico baseado apenas na historia clinica muitas vezes dificil. Isso faz com
gue a analise molecular dos genes associados as SCAs para a confirmagdo das
suspeitas clinicas e um correto diagndstico dos pacientes necessario.

Atualmente, mais de quarenta loci distintos associados as formas
mendelianas de SCAs sao conhecidos (Tabela 1). Todas elas apresentam modo
de heranca dominante e podem ser subdivididos em trés grupos dependendo o
tipo de mutacdo: 1) As ataxias de poliglutaminas, as quais sdo causadas por uma
expansdo de CAG nos éxons dos genes correspondentes (também conhecida
como doencas de poliglutaminas); 2) ataxias de repeticbes em regibes nao
codificantes, e 3) ataxias causadas por mutagcdes convencionais, como delecao,
insercdo, mutacdo de ponto e mutacdo em sitios de splicing (Soong & Paulson,
2007).
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Tabela 1 — Genética molecular das ataxias espinocerebelares (adaptado de Bird,

2018)
Doenca Gene ou JOC.US Mutacéao Referéncia
cromossdmico
- Subramony &
SCA1 ATXN1 Repeticbes CAG em exon Ashizawa, 2011
SCA2 ATXN2 Repeticdes CAG em exon Pulst, 2010
SCA3 ATXN3 Repeticbes CAG em exon Paulson, 2015
Edener et al.,
SCA4 16g22.1 2011
SCAS5 SPTBN2 MutacGes de ponto ou o4 et al., 2006
delecédo
SCA6 CACNA1A Repeticdes CAG em exon Gomez, 2008
SCA7 ATXN7 Repeticdes CAG em exon Garden, 2012
SCA8 ATXNS8/ATXN8OS Repeticbes CAG-CTG Ikeda et al., 2007
SCA9* -
. Matsuura &
SCA10 ATXN10 Repeticoes ATTCT Ashizawa., 2012
Insercéo ou dele¢éo
SCA1ll TTBK2 (mudanca no quadro de Houlden, 2008
leitura)
SCA12 PPP2R2B Repeticdes CAG Margggilet al,
SCA13 KCNC3 Mutacédo de ponto Pulst, 2012
SCA14 PRKCG Mutacédo de ponto Chen et al., 2010
SCA15? ITPR1 Mutacdo de ponto ou delegdo o oy 9019
da regido 5’ do gene
SCA162 ITPR1 Gardner, 2008
SCA17 TBP Repeticbes CAG-CAA em Toyoshima et al.,
exon 2012
Mutacé&o de ponto (c.514 Brkanac et al.,
SCA18 IFRD1 A>G) 2009
SCA193 KCND3 Delecao de trinucleotideos Duazrglezt al,
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Continuacao Tabela 1 — Genética molecular das ataxias espinocerebelares.

Gene ou lécus

Doenca L Mutacao Referéncia
cromossdmico
SCA20 11912.2-11912.3 Duplicacéo de 260kb Storey, 2012
Mutacéo de ponto Vuillaume et al.,
SCAZL SCA21 (c.509C>T) 2002
Chung et al.

3 - —_— )
SCA22 1p21-g21 2003
SCA23 PDYN Mutacéo de ponto Bakalkin etal.,

2010
4 Swartz et al.,
SCA24 1p36 2002
Stevanin et al.,
SCA25 SCA25 2005
SCA26 EEF2 Mutacdo de ndo repeticao Hekn;grllzet al.,
Mutacé&o de ponto ou ,
SCA27 FGF14 Insercdo (mudancga no Van Swieten et
i al., 2003
quadro de leitura)
Mutacéo de ponto ou delecao Mariotti et al.,
SCA28 AFG3L2 dos exons 14-16 2008
Mutacéo de ponto ou delecdo .
SCA29 ITPR1 ou mutacao em sitio de Shadgcr;iaet al,
splicing
Storey et al.,
SCA30 4034.3-935.1 2009
SCA31 BEAN1 Repeticbes TGGAA Sato et al., 2009
SCA32 7932-933 Jiang et al., 2010
~ Cadieux-Dion et
SCA34 ELOVL4 Mutacéo de ponto al.. 2014
SCA35 TGM6 Mutacéo de ponto Wang et al., 2010
SCA36 NOP56 Repeticées GGCCTG KObayz""oslhi etal,
- Serrano-Munuera
SCA37 DAB1 Repeticbes ATTTC etal., 2013
SCA38 ELOVL5 Mutacéo de ponto Di Gregorio et al,
2014
SCA40 CCDC88C Mutacao de ponto Tsoi et al., 2014
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Continuacgdo Tabela 1 — Genética molecular das ataxias espinocerebelares.

Gene ou lécus

Doenca o Mutacao Referéncia
cromossomico
SCA41 TRPC3 Mutacgao de ponto Fogel et al. 2015
SCA42 CACNALG Mutago de ponto Couteter etal
SCA43 MME Mutagao de ponto Depozn(;ilt gt al.,
SCA44 GRM1 Mutacéo de ponto Watsz%nlst al,
SCA45 FAT2 Mutacé&o de ponto N'bbezl'gf?et al.,
SCA46 PLD3 Mutacéo de ponto Nibbeling et al.,
2017

SCA47 PUM1 Mutacao de ponto Gennz;%rl% etal,
DRPLA 16022.1 Repeticbes CAG Edegg;‘ft al.,

1SCAO9 foi reservado, no entanto ndo existe nenhum dado clinico ou molecular da
doenca. 2SCA16 e SCA15 sdo as mesmas. 3SCA19 e SCA22 sao provaveis
formas alélicas no mesmo locus. *SCA24 tem padrdo de heranca autossdémico

recessivo.

Normalmente as SCAs sdo denominadas como ataxias espinocerebelares
do tipo “N”, onde “N” € um numero dado em ordem numérica seguindo a ordem de
descobrimento, um caso que foge a essa regra € a atrofia dentatorublo
palidolusiana (DRPLA).

A prevaléncia estimada para as SCAs varia muito entre as regibes, por
exemplo 1,6 para cada 100.000 em Singapura (Zhao et al., 2002) e de 5,6:100.000
individuos foi encontrada em Portugal (Coutinho et al., 2013), um estudo de meta-
analise de ataxias cerebelares hereditarias autossémicas dominantes estimou que
a prevaléncia mundial estimada seria de 2,7 para cada 100.000 individuos (Ruano
et al.,, 2014). As SCAs mais comuns sdo as causadas por expansdes CAG em
éxons, sendo que a mais comum mundialmente é a SCA3/MJD, seguida por

SCA2, SCALl e SCAG6. Apesar disso, em torno de 45% dos pacientes com quadro
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clinico de ataxia espinocerebelar ainda permanecem sem diagndstico (Durr, 2010;
Marelli et al., 2011).

1.1.1 Doenca de Machado-Joseph ou Ataxia Espinocerebelar tipo 3
(SCA3/MJID)

A doenca de Machado-Joseph (Machado-Joseph Disease — MJD) foi
descrita pela primeira vez em descendentes de familias de origem acoriana nos
Estados Unidos: a familia Machado (Nakano et al., 1972), proveniente da ilha de
Sao Miguel, e a familia Joseph, proveniente da ilha de Flores (Rosenberg et al.,
1976). Em 1994 quando foram realizados os estudos para identificar o gene
causador da doenca foi descoberto que o gene causador de MJD estava
localizado no cromossomo 14, sendo que essa regido estava associada a Ataxia
espinocerebelar do tipo 3 (SCA3), que até entdo seria uma ataxia néo relacionada
com MJD. Depois de identificada a causa especifica das duas doencas, ficou
comprovada que a mesma mutacdo que causava MJD era a que causava SCA3,

definido as duas como uma mesma doenca.

1.1.1.1 Aspectos Clinicos

A SCA3/MJD é uma doenca de inicio tardio, sendo que 0s pacientes
tendem a comecar a apresentar sintomas perto dos 40 anos (Sequeiros e
Coutinho, 1993). No entanto, a populacdo brasileira mostrou ter um inicio mais
precoce, sendo a idade de inicio média entre 32 e 34 anos (Lopes-Cendes et al.,
1997; Jardim et al., 2001a). Entretanto, casos em pacientes com inicio aos 4 anos
de idade ja foram documentados (Carvalho et al., 2008). ApOs apresentarem 0S
primeiros sintomas os pacientes com SCA3/MJD tem um tempo médio de
sobrevida de 21 anos (Kieling et al., 2007).

Por pertencer ao grupo das SCAs, a SCA3/MJD tem sintomas semelhantes
as demais doencas pertencentes a esse grupo. Os sintomas comeg¢am com
instabilidade ao virar, seguido por desequilibrio de marcha (ataxia). Com o passar
dos anos, este progride para um andar de base alargada acompanhada por
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incoordenacéo sutil dos membros superiores e a fala intercortada e mal articulada
(disartria). Eventualmente, ataxia da marcha torna-se tdo severa que o0 paciente
precisa usar muletas, culminando com o uso de cadeira de rodas. Muitos
pacientes também  desenvolvem  distirbios oculomotores  (nistagmo),
espasticidade dos membros inferiores e em alguns casos sinais parkinsonianos. A
ataxia de marcha é o primeiro sintoma a ser descrito na grande maioria dos
pacientes.

Escalas foram criadas para possibilitar uma melhor avaliacdo neuroldgica e
assim conseguir uma medida para a gravidade das SCAs. As mais utilizadas sdo a
ICARS (International Cooperative Ataxia Rating Scale) e a SARA (Scale for the
Assessment and Rating of Ataxia) (Schmitz-Hubsch et al., 2006; Trouillas et al.,
1997). Ambas as escalas visam especificamente a gravidade da ataxia em relacao
aos componentes axial, membros, ocular e da fala. A escala NESSCA
(Neurological Examination Score for Spinocerebellar Ataxia) foi desenvolvida para
uma avaliacdo mais abrangente avaliando 18 itens sendo que 13 deles
correspondem a um exame neurologico padrdo, analisando achados piramidais,
ataxia, ataxia de limbo, nistagmo, retracdo palpebral, oftalmoparesia, disartria,
fasciculagdo, movimentos distonicos, blefarospasmo, rigidez extrapiramidal,
bradicinesia, amiotrofia distal e atrofia Optica e cinco itens dependem das
informacdes relatadas pelos pacientes, mas que representam sintomas comuns
apresentados por estes e que trazem desconforto para eles, que sao a disfagia,
perda sensorial, caimbras, vertigem e disfungéo do esfincter (Kielling et al., 2008).

Um estudo prospectivo de 10 anos de duracéo utilizando a escala NESSCA
demonstrou que os pacientes apresentam uma piora 1,26 pontos por ano (em uma
escala que vai de 0 a 40) e que cada CAG adicional na repeticdo expandida
corresponde a uma piora de 0,15 pontos naquela taxa (Jardim et al., 2010),
mostrando ser uma doencga de avancgo clinico lento e progressivo.

N&o existe nenhum tratamento especifico para as SCA. Porém, sintomas
como distbnia, caimbras musculares e espasticidade podem ser minimizados com
medicamentos e acompanhamento de fisioterapia e fonoaudiologia também séao

recomendados (Manto & Marmolino, 2009).
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1.1.1.2 Epidemiologia

A SCA3/MJD é a SCA mais comum de uma forma geral, sendo responséavel
por 15% a 45% dos casos (Paulson, 2007; Schdls et al., 2004). Os primeiros
individuos descritos com SCA3/MJD compartilhavam a origem ancestral acoriana,
assim como alguns individuos diagnosticados posteriormente. Um pouco mais
tarde, com o inicio dos testes moleculares, novos casos foram identificados em
individuos com outras etnias.

A SCA3/MJD é encontrada em incidéncia elevada em diversos paises,
como Portugal (58%) (Vale et al., 2010), Singapura (53%) (Zhao et al., 2002),
China (49%) (Jiang et al., 2005), Holanda (44%) (van de Warrenburg et al., 2002)
e Alemanha (42%) (Schols et al.,, 1997). Em outros paises, a frequéncia de
SCA3/MJD é mais baixa, como no Canada (24%) (Kraft et al., 2005), nos EUA
(21%) (Moseley et al., 1998), no México (12%) (Alonso et al., 2007) e na Australia
(12%) (Storey et al., 2000), sendo raramente encontrada na india (3%) (Faruq et
al., 2009), na Africa do Sul (4%) (Bryer et al., 2003) e na Italia (1%) (Brusco et al.,
2004).

A primeira publicagdo da SCA3/MJD no Brasil foi a descricdo de cinco
pacientes de uma mesma familia (Teive et al., 1991). Relatos mais recentes
apontam para uma frequéncia de 59,6% de SCA3/MJD dentre os casos de SCA
no Brasil. No entanto, no estado do Rio Grande do Sul, a frequéncia de
SCA3/MJD é estimada em 78,4% dos casos de ataxias (Castilhos et al., 2014),
2006). Baseado nessa estimativa, a prevaléncia minima estimada de individuos
afetados seria de 6:100.000 casos, refletindo um possivel efeito fundador acoriano
(Souza et al., 2016).

Os individuos com SCA3/MJD que se encontram nos Acores se concentram
principalmente na ilha de Flores e na ilha de S&o Miguel, onde a prevaléncia
estimada € de 835,2:100.000 e 27,1:100.000 (Coutinho et al., 1994),
respectivamente. Acredita-se que essa presenca elevada de pacientes com
SCA3/MJD nestas ilhas pode ser explicada por um efeito fundador que teve inicio
com o0 comeco da colonizacdo destas ilhas pelos portugueses em 1432
(Sequeiros, 1993). E a existéncia desta doenca em alta frequéncia em paises do
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oriente, tais como india e Jap&o, e no Brasil pode ser explicado pelas grandes
navegacoes feitas pelos portugueses nos séculos XV e XVI.

No entanto, existe uma diferenca na média de idade de inicio entre as duas
ilhas, onde os doentes originarios da ilha de Flores comecam a apresentar
sintomas, em meédia, oito anos antes dos doentes originarios da ilha de Sao
Miguel, sugerindo uma diferenca entre essas duas subpopulacgdes.

Os estudos moleculares sobre a origem ancestral contribuiram para a
elucidacdo de alguns detalhes sobre a origem da mutacédo causadora da doenca.
Nesse estudo foi sugerida a existéncia de dois eventos mutacionais na populacao
portuguesa responsaveis por dois haplétipos distintos nas llhas de Sao Miguel e
de Flores. O haplétipo GGC foi associado com os individuos originarios da ilha de
Sao Miguel e por isso também ficando conhecido como o haplétipo Machado. E o
haplétipo ACA foi associado com os individuos originarios da ilha de Flores e por
isso ficou conhecido como haplétipo Joseph. Sendo que os dois haplotipos foram
encontrados em pacientes de Portugal continental (Gaspar et al., 2001). No Brasil
o principal haploétipo encontrado é o ACA, principalmente no rio grande do sul
onde aproximadamente 93% apresenta esse haplétipo, isso é devido a um efeito

fundador proveniente dos acores (Furtado et al., submetido para publicacdo).

1.1.1.3 Aspectos Moleculares

A mutagao causadora de SCA3/MJD foi descrita em 1994 (Kawaguchi et al.,
1994), sendo identificada como uma expansdo de CAG no éxon 10 do gene
ATXN3, o qual esté localizado no locus 14932.1.

O gene apresenta 48.070 pares de bases (pb) e esta dividido em 13 éxons
(Figura 1), dois éxons (6a e 9a) foram recentemente adicionados (Bettencourt et
al., 2010).
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(CAG), A1 A2

Figura 1. Esquema do gene ATXN3 com a Iocéliia@éo das repeticoes CAG

(Bettencourt & Lima, 2011).

As repeticbes CAG sao polimérficas, podendo variar em individuos normais
de 12 a 44 repetigdes. Alelos com 45 a 51 repeticoes CAG séo considerados
alelos com penetrancia reduzida, sendo que os portadores destes alelos podem vir
a manifestar a doenca em algum momento da vida. E os alelos expandidos
patologicamente sédo aqueles com 52 ou mais repeticdes CAG, cujos individuos
irdo manifestar a doenca em algum momento de suas vidas (Paulson, 2011).

O gene ATXN3 codifica a proteina ataxina-3, a qual € composta por 339
aminoacidos mais o numero variavel de glutaminas. A forma selvagem da proteina
apresenta funcdes de uma enzima de deubiquitinagcdo (DUB) que atuaria na via
ubiquitina proteossomo. Também foi proposto o seu envolvimento na regulagéo da
transcricdo de proteinas (Ries et al., 2008). ATXN3 atua também na formacéao do
agressomo junto com HDACS6, selecionando os agregados para este (Bonanomi et
al., 2014). O gene ATXN3 mutante ndo apresenta alteracdo na sua transcri¢cdo ou
traducdo, mas a presenca anormal de poliglutaminas na proteina ataxina-3 altera
a localizacdo da mesma. A ataxina-3 € normalmente uma proteina
predominantemente citoplasmatica em neurénios (Pozzi et al., 2008). Entretanto,
no caso da presenca de um maior nimero de glutaminas na proteina, a mesma €&
encontrada concentrada no nudcleo dos neurdnios na forma de inclusbes
neuronais. Essas inclusdes neuronais, que também sao encontrados em outras
doencas causadas por poliglutaminas, sdo fortemente ubiquitinadas e contém
chaperonas moleculares de choque de calor e subunidades proteossdmicas,
sugerindo que eles sao repositérios de proteinas malformadas e agregadas
(Schmidt et al., 2002). A presenca de inclusdes intranucleares neuronais
ubiquitinadas (Nlls) tem sido reconhecida como uma caracteristica

neuropatolégica destas doencas, embora sua fungdo na patogénese continua a
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ser um motivo de controvérsia (Yamada et al., 2005). Alguns estudos sugerem que
as inclusbes nao sao diretamente as estruturas responsaveis pela patogenicidade
da doenca e, sim, um meio da célula combater as proteinas anormais tornando-as

nao toxicas atraves da agregacéao (Evert et al., 2006; Rub et al., 2006).

1.1.1.4 Aspectos Genéticos

A SCA3/MJD é uma doenca autossdmica dominante, sendo esperado que
50% da prole herde o gene mutante. Entretanto, distor¢cdo da segregacao ja foi
descrita nesta doenca, onde ocorre uma transmisséo preferencial do alelo mutante
a qual é mais significativa quando o transmissor é o pai (lughetti et al., 1998).

Fitness aumentado foi descrito em individuos afetados, onde estes tinham
mais filhos do que os parentes ndo afetados. As mulheres com SCA3/MJD
demonstraram idade mais baixa no primeiro parto e inicio precoce da menopausa
guando comparadas com familiares ndo afetadas. E essas mulheres normalmente
tinham os filhos antes de apresentarem qualquer sintoma, ou seja, antes de
saberem que tinham a doenca (Prestes et al., 2008).

Uma correlacdo direta entre o numero de repeticdes CAG com a taxa de
progressao da doenca ja foi amplamente demonstrado nessa patologia (Jardim et
al., 2001b). Correlacdo inversa entre o numero de repeticbes CAG e a idade de
inicio também foi observada, assim como nas demais SCA, no entanto, 0 nimero
de repeticbes CAG explica de 45% a 60% desta variabilidade (van de Warrenburg
et al., 2002), indicando que outros fatores podem estar envolvidos como
moduladores do fendétipo. O efeito da metilacdo do promotor do gene ATXNS3 foi
sugerido recentemente (Emmel et al.,, 2012) e outros fatores vém sendo
investigados.

Antecipacéo também se esta presente na SCA3/MJD pelo fato sequéncias
com maior namero de repeticdes sdo instaveis durante a meiose e tendem a se
expandir nas proximas geracgdes. Isto leva ao inicio mais precoce dos sintomas e a

um fendtipo mais severo em geracdes subsequentes da familia (Richards, 2001).
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1.2 Biomarcadores

A revista Nature define que “um biomarcador é uma caracteristica biologica
gue pode ser medida objetivamente e avaliada como um indicador de funcdes
biolégicas normais ou patolégicas, ou de uma resposta a intervencdes
terapéuticas. Exemplos incluem padrdes de expressdo génica, niveis de uma
proteina em particular em fluidos corporais ou mudancas na atividade elétrica no
cérebro” (traducéo livre do autor; https://www.nature.com/subjects/biomarkers). A
Organizacdo mundial da saude define biomarcador como “qualquer substancia,
estrutura ou processo que pode ser medido no corpo ou seus produtos e influéncia
ou prevé a incidéncia de um resultado ou doenga” (traducdo livre do autor;
http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc222.htm). Apesar de existirem
varios outras definicdes além destas, elas tendem a serem bastante similares e se
sobrepbem.

Podemos dividir os biomarcadores em trés grupos: biomarcadores de
suscetibilidade, de estado e de progressdo. Biomarcadores de suscetibilidade
identifica fatores que mostram que o individuo ira ou tem alta probabilidade de
manifestar uma doenga ou caracteristica especifica. Biomarcadores de estado
indicam a presenca de alguma disordem. Enquanto os biomarcadores de

progressao refletem o desenvolvimento da doenca.

1.2.1 Biomarcadores em doencgas neurodegenerativas

Os principais biomarcadores usado em doencas neurodegenerativas sdo as
escalas clinicas - ADAS-Cog para Alzheimer (Rosen et al., 1984), UPDRS para
Parkinson (Fahn et al., 1987), UHDRS para Huntington (Huntington Study Group,
1996), SARA para ataxias espinocerebelares (Schmitz-Hubsch et al., 2006) - pois
normalmente sdo simples de serem realizadas e podem ser feitas em qualquer
ambiente. A utilizacdo de mais de uma escala clinica para cada doencga também
ndo é incomum em ensaios clinicos. No entanto, essas escalas costumam ter uma
evolugcdo lenta, dificultando seu uso em ensaios clinicos ou até para o

acompanhamento da histéria natural da doenca, sendo necessarios outros
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marcadores que tenham uma evolu¢do mais rapida para acompanhar os dados
clinicos.

Caracteristicas antropométricas sdo faceis de serem medidas e, por isso,
também sao utilizadas. Como por exemplo, pacientes com a doenca de
Huntington (HD) possuem um indice de massa corporal (IMC) mais baixo, até
mesmo antes de apresentarem sintomas (Tereshchenko et al., 2015). Um IMC alto
esta associado com maior risco para a doenca de Parkinson (PD) (Saaksjarvi et
al., 2014). No entanto, uma reducdo do IMC ao longo do tempo esta associada
com uma piora na escala clinica UPDRS (Wills et al., 2016). Individuos com a
doenca de Alzheimer (AD) mostraram uma reducdo de IMC antes da doenca
apesar de, ap0s o comeco da doenca, nao foram detectadas mudancas (Gu et al.,
2014). No entanto, em um estudo se viu que quem tinha um alto IMC associado
com a auséncia do genotipo ¢4 da APOE tinha uma progressdo mais lenta da
doenca em comparacao aos outros IMCs.

Exames de neuroimagem, como imagem por ressonancia magnética (MRI) e
tomografia por emissdo de poésitrons (PET), fornecem dados clinicos importante
para essas doencas, que os tornam fortes candidatos para biomarcadores em
doengas neurodegenerativas (Szymanski et al., 2010). Por exemplo, um estudo
utilizando MRI viu que a intermediacdo (betweenness centrality) utilizando regides
do cérebro apresenta uma reducdo em individuos com HD que recém
manifestaram sintomas ou estdo préoximo da idade de inicio estimada em
comparacao com controles e individuos mais afastados da idade de inicio
estimada (Odish et al., 2015).

Andlises de fatores moleculares também séo bastante estudados, tanto para
um maior entendimento da doenca como para sua identificagdo como potenciais
biomarcadores. Quantificacdo de RNA mensageiro é uma das possibilidades e
atualmente com o desenvolvimento de sequenciadores de nova geracdo estudos
de transcriptoma tém sido feitos, assim é selecionado alguns genes que sé&o
possiveis biomarcadores que ap0s precisam ser confirmados em novas coortes.
Essa metodologia ja foi utilizada para analise de sangue de HD (Mastrokolias et
al.,, 2015), SCA3/MJD (Raposo et al., 2015) e até mesmo em cérebros de
pacientes com ataxia espinocerebelar (Bettencourt et al., 2014). MicroRNA
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(miRNA) atualmente vem sendo estudados como biomarcadores em doencas
neurodegenerativas (Grasso et al., 2014), e ja foi relatado que a alteracdo nos
niveis de alguns miRNA encontrados no plasma mimetizam o que acontece no
cérebro de pacientes com HD (Hoss et al., 2015).

Proteinas sdo os fatores moleculares mais estudados para a analise de
biomarcadores, as mais estudadas sdo as proteinas altamente associadas a
causa das respectivas doencas. A doenca de Alzheimer por ser uma doenca que
pode ter varias origens, possui um tipo de marcador especifico para cada origem.
Por exemplo, quando causado por beta amiloide (AB), os marcadores podem ser a
deteccdo de beta amiloides no fluido cérebro espinhal ou no sangue. No entanto,
a correlagao de AB no sangue apresenta uma fraca correlacdo ou, até mesmo,
auséncia de correlacdo com os niveis no cérebro (Lashley et al., 2018). Na doenca
de Parkinson, a presenca de a-sinucleina no sangue pode ser usada como
biomarcador (Wang et al., 2015), e essa medi¢cao de a-sinucleina pode ser feita
nas variadas formas (total, oligbmeros e fosforilado) e em varios tecidos (plasma,
fluido cérebro espinhal e bidpsia de pele) (Khodadadian et al., 2018). O caso da
doenca de Huntington, por ser uma doenca de heranca dominante, a quantificacao
da proteina mutante € um bom biomarcador da doenca, conseguindo diferenciar
individuos com a doenca de controles, e individuos em estagio tardios da doenca
de individuos que recém manifestaram a doenca e/ou individuos que ainda vao a
vir a manifestar (Weiss et al., 2012).

Outros  biomarcadores normalmente estudados nessas doencas
neurodegenerativas com um aspecto de agregacdo de proteinas, sao proteinas
envolvidas na degradacdo desses agregados, sendo do sistema ubiquitina
proteassoma ou do sistema de autofagia, além de fatores importantes para o

desenvolvimento e funcionamento do cérebro.

1.2.2 Biomarcadores na doenca de Machado-Joseph

Serad amplamente discutido no capitulo 1
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1.2.2.1 Candidatos a Biomarcadores em MJD

1.2.2.1.1 Marcadores de Composic¢éo Corporal

Caracteristicas antropométricas sado de facil acesso e simples de serem
quantificadas. Como falado anteriormente o IMC (IMC=peso/altura?) € uma medida
amplamente usada, nosso grupo ja demonstrou anteriormente que individuos com
SCA3/MJD com duracédo de doenca em torno de 10 anos apresentavam um IMC
menor que controles e que isso esta associado com o tamanho da CAG (Saute et
al.,, 2012). Um estudo com pacientes com SCAs de toda a Europa (grupo
EUROSCA) mostrou que o IMC declina com o tempo, e que 0 grupo que tinha
reducdo de IMC apresentou uma piora na escala clinica SARA (Diallo et al., 2017).

Componentes da via da insulina podem estar envolvidos com a doenca,
uma vez que ja foi demonstrado que pacientes com SCA3/MJD possuem mais
IGFBP-1 (insulin-like growth factor binding protein 1) em soro, além disso
apresentaram uma maior sensibilidade a insulina de acordo com HOMA2
(avaliacdo do modelo homeostatico) e essa sensibilidade foi associada com a
idade de inicio (Saute et al., 2011).

1.2.2.1.2 Marcadores Neuronais

Quando se estuda doencas neurodegenerativas primeiramente vai se
pensar em biomarcadores fortemente associados com 0 sistema nervoso, no caso
de proteinas procuram-se principalmente as quais suas principais funcbes estdo
associadas a neurbnios ou outros tipos celulares do sistema nervoso,
normalmente envolvidos com neuroprotecao ou dano celular.

Um dos principais alvos quando se estuda algo relacionado com sistema
nervoso sao as neurotrofinas, sendo a proteina fator neurotrofico derivado do
cérebro (BDNF - Brain-derived neurotrophic fator) a neurotrofina mais pesquisada
em estudos neuronais e em doengas neurologicas e/ou psiquiatricas. BDNF tem
como fungdo promover a sobrevivéncia e diferenciagcdo de determinadas

populacdes neuronais do sistema nervoso central e periférico. Aléem disso,
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participa do crescimento axonal e da modulacédo da morfologia e crescimento dos
dendritos. E também o principal regulador da transmissdo sinaptica e da
plasticidade das sinapses em neurGnios adultos no sistema nervoso central.

Ja foram identificadas alteracbes de BDNF em diversas doencas
neurodegenerativas, como em pacientes com doenca de Alzheimer (Budni et al.,
2016) e Huntington (Allen et al., 2013), onde uma reducdo da sua expressao é
vista. Na doenga de Parkinson, niveis de proteina e mRNA estdo reduzidos na
substancia nigra. (Howells et al., 2000). Ja no grupo das SCAs, foi verificado que
em modelos de camundongos de SCAL existe a reducdo da expressdo génica
(Hourez et al., 2011) e que em cerebelo de pacientes com SCA6 a expressao
génica esta suprimida e as proteinas formam granulos anormais (Takahashi et al.,
2012). Em um modelo celular de MJD, uma reducdo de expressdo génica foi
identificada uma reducao de expressao, a analise imunohistoquimica de cérebros
de pacientes nao demonstrou reducao nos neurdnios da ponte, mas uma reducao
significante foi vista nos neurénios do nucleo denteado (Evert et al., 2003).

Outra neurotrofina € o fator de crescimento de nervoso (NGF — nerve
growth factor), uma proteina secretada que estd envolvida na regulacdo do
crescimento e da diferenciacdo de neurbnios simpéticos e alguns sensoriais.
Pacientes com AD apresentam menor quantidade de NGF no soro (Budni et al.,
2016), assim como em pacientes com HD (Tasset et al., 2012). NGF foi utilizado
em um ensaio clinico para o tratamento de AD, onde foi visto uma melhora nos
individuos (Tuszynski et al., 2015). Em um ensaio clinico aberto em SCA3/MJD,
também foi visto melhora na SARA além de melhora em outras analises clinicas
(Tan et al., 2015).

O fator neurotrofico ciliar (CTNF — Ciliary neurotrophic factor) € uma
proteina capaz de induzir diferenciacdo neuronal e sua sobrevivéncia, tendo efeito
no desenvolvimento e manutencdo do sistema nervoso, e pode ser relevante
durante ataques inflamatorios reduzindo a destruicdo tecidual. O CTNF esta
reduzido em pacientes com PD (Chauhan et al., 2001) e foi utilizado em um ensaio
clinico de HD, onde foi demonstrado melhoras em testes eletrofisiol6gicos (Bloch
et al., 2004).
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A enolase especifica de neurénio (NSE — neuron specific enolase, também
conhecida como enolase gamma, ENO2) € uma proteina com propriedade
neuroprotetora e neurotrofica encontrada nos neurbnios do sistema nervoso
central. Um aumento nos niveis desta proteina ja foi observado em cérebros de
modelos de camundongos para PD, nocaute para o gene PINK1 (Triplett et al.,
2015). Em pacientes com AD, houve um aumento dos niveis de NSE em fluido
cerebroespinhal (Schmidt et al., 2014). Além disso, foi mostrado aumento de NSE
no soro quando comparado com controles em duas coortes de pacientes com
MJD (Tort et al., 2005 e Zhou et al., 2011).

1.2.2.1.3 Marcadores Gerais (sistémicos)

Proteinas com funcdes sistémicas, que normalmente sdo expressas
ubiquamente e em grande quantidade em todos os tipos celulares, tornam-se bons
candidatos a biomarcadores devido a sua facil identificagdo. Além disso, podem
ter sua expressao alterada facilmente. Nesse aspecto, proteinas envolvidas em
rotas metabolicas, como em metabolismo de acuUcares e em vias da regulacédo da
replicacéo e transcricdo do DNA, sdo bons alvos para estudo.

Um possivel exemplo é a glicogénio sintase cinase 3 beta (GSK3B -
Glycogen Synthase Kinase 3 Beta) € uma enzima chave no metabolismo do
glicogénio, com as mais variadas fun¢Bes (divisdo, proliferacdo, motilidade e
sobrevivéncia celular), no cérebro essa proteina esta envolvida na plasticidade
sindptica, provavelmente pela regulagéo dos receptores de NMDA. O GSK3[ é o
principal alvo do litio, sendo inibidor da atividade da proteina (Stambolic et al.,
1996). Na doenca de Parkinson, onde o litio ja foi testado como um possivel
tratamento, um polimorfismo no gene de GSK3p foi implicado como modificador
de risco (Yu et al., 2014). Em modelo de drosophila de MJD, a neurodegeneracao
foi parcialmente aliviada pela inibigdo da atividade de GSK3p (Jia et al., 2013)

A histona desacetilase 6 (HDAC6 — Histone Deacetylase 6), atua na
desacetilagdo de histonas, regulando a transcricdo de genes e o ciclo celular.
Além disso, atua na via de degradacédo de proteinas mal enoveladas, mediando o

transporte dessas proteinas através do agrossomo, onde interage com a proteina
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ataxina 3 (Bonanomi et al., 2014), o que a torna um bom alvo para analise. Em
estudos em cérebro de pacientes com doenca de Parkinson, ela foi colocalizada
com a a-sinucleina e ubiquitinas (Miki et al., 2011) e, em modelo de camundongo
com HD, a HDACG6 induziu autofagia reduzindo a neurodegeneracdo causada
pelas poliglutaminas (Pandey et al., 2007)
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral:

Identificar e avaliar biomarcadores na doenca de Machado-Joseph/ataxia
espinocerebelar do tipo 3 (SCA3/MJD)

2.2 Objetivos especificos:

e Revisar 0 "estado da arte" de potenciais marcadores do estado de doenca
em SCA3/MJD, com foco em marcadores de neurofisiologia e compostos
de fluidos biolégicos.

e Descrever o indice de massa corporal (IMC) e sensibilidade periférica a
insulina (SPI) em pacientes sintomaticos precoces com SCA3/MJD e em
individuos pré-sintométicos e correlaciona-los com a gravidade da doenca e
mutacao.

e Verificar alteracdes de neurotrofinas (BDNF, NGF, CTNF e NSE) em
pacientes com SCA3/MJD submetidos ao tratamento com litio.

e Estudar o possivel uso dos niveis de expressdo de mRNA dos genes
GSK3B e HDAC6 em leucdcitos de pacientes com SCA3/MJD como

biomarcadores de intervencéo de litio.
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