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“Alice perguntou: Gato Cheshire... pode me dizer qual o caminho que eu devo tomar?

Isso depende muito do lugar para onde você quer ir – disse o Gato.

Eu não sei para onde ir! – disse Alice.

Se você não sabe para onde ir, qualquer caminho serve.”

Alice no País das Maravilhas, Lewis Carroll, 1865
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LISTA DE ABREVIATURAS, SÍMBOLOS E UNIDADES

AD Autossômica dominante

ALS Esclerose lateral amiotrófica (Amyotrophic lateral sclerosis)
AOA1 Ataxia com apraxia oculomotora tipo 1 (Ataxia-oculomotor apraxia type 1)
AOA2 Ataxia com apraxia oculomotora tipo 2 (Ataxia-oculomotor apraxia type 2)

APE1 Endonuclease apurínica (apurinic endonuclease)

APTX Aprataxina (Aprataxin)
AR Autossômica recessiva

AT Ataxia-Telangiectasia (ataxia-telangiectasia)

ATM Proteína ataxia telangiectasia mutada (ataxia-telangiectasia mutated)
ATR Proteína ataxia telangiectasia relacionada ao Rad3 (ataxia-telangiectasia

and Rad3-related protein)
ATXN1 Gene ataxin 1

ATXN2 Gene ataxin 2

ATXN3 Gene ataxin 3
ATXN7 Gene ataxin 7

BER Reparo por excisão de base (base excision repair)

BRCA1 Gene do câncer de mama 1 (Breast cancer 1 gene)
BRCA2 Gene do câncer de mama 2 (Breast cancer 2 gene)

Ca2+ Cálcio

CACNA1A Gene canal de cálcio, dependente de voltagem, tipo PQ sunidade alfa-1A
(Calcium channel, voltage-dependent, p/q type, alpha-1A subunit)

CAGexp Expansão trinucleotídica CAG

CBP Proteína de ligação de proteína-lisina acetiltransferase CREB (Protein-
Lysine Acetyltransferase (CREB) Binding Protein)

CSA Síndrome de cockayne A (Cockayne syndrome A)

CSB Síndrome de cockayne B (Cockayne syndrome B)

DDR Resposta ao dano de DNA (DNA damage response)

DN Núcleo dentado (Dentate nucleus)
DNA Ácido desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid)

DNA-PKcs Subunidade catalítica de proteína quinase dependente de DNA (DNA-
dependent protein kinase catalytic subunit)

DR Reparo direto (direct repair)
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DRPLA Atrofia dentatorubro-palidoluisiana (Dentatorubral-pallidoluysian
atrophy;)

DSBs Quebras de cadeia dupla de DNA (double strand breaks).

ERCC1 Grupo de complementação cruzada de reparo de excisão 1 (Excision Repair
Cross-Complementation Group 1)

EROs Espécies reativas de oxigênio

EUA Estados Unidos da América

EXO1 Exonuclease 1
FA Anemia de Fanconi (Fanconi Anemia)

FAAP20 Proteína 20 associada ao complexo central FA (FA Core Complex
Associated Protein 20)

FAAP100 Proteína 100 associada ao complexo central FA (FA Core Complex
Associated Protein 100)

FACJ Fanconi Anemia Group J Protein

FAN1 [endo] nuclease 1 associada à Fanconi anemia FANC1/FANCD2 (Fanconi
anemia FANC1/FANCD2-associated [endo]nuclease 1)

FANCA FA Complementation Group A

FANCB FA Complementation Group B
FANCC FA Complementation Group C

FANCD2 FA Complementation Group D2

FANCE FA Complementation Group E

FANCF FA Complementation Group F
FANCG FA Complementation Group G

FANCI FA Complementation Group I

FANCL FA Complementation Group L
FANCM FA Complementation Group M

FANCN FA Complementation Group N

FANCS FA Complementation Group S

FEN1 Endonuclease específica da estrutura de aba 1 (Flap structure-specific
endonuclease 1)

FTD Demência frontotemporal (Frontotemporal dementia)

FUS Proteína fusionada em sarcoma (Fused in sarcoma)

H2O2 Peróxido de hidrogênio

HD Doença de Huntington (Huntington disease)
HR Recombinação homóloga (homologous recombination)
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HR23B Homólogo B de Rad23 (Rad23 homolog B)
HspB5 Chaperona Alfa-B cristalina

Htt Proteína Huntingtina (Huntingtin)

HTT gene Huntingtina (Huntingtin gene)

ICL Ligações cruzadas entre cadeias de DNA (interstrand crosslink)
ii Idade de início dos sintomas

Ku 70
(XRCC6)

Proteína de complementação cruzada de reparo por raios-X 6 (X-Ray
Repair Cross Complementing 6)

Ku 80
(XRCC5)

Proteína de complementação cruzada de reparo por raios-X 5 (X-Ray
Repair Cross Complementing 5)

LIG4 Ligase 4

LTD Depressão cerebelar de longa duração (long-term depression)

MAF Frequência do alelo menos comum
MGMT O6-metilguanina metiltransferase (O6-methylguanine methyltransferase)

MJD Doença de Machado-Joseph (Machado-Joseph disease)

MJD1 Gene da MJD

MLH1 Proteína de reparo de bases mal pareadas de DNA 1 (DNA mismatch repair
protein 1)

MMR Reparo de bases mal pareadas (mismatch repair)

MRE11 Proteína de reparo de quebra de cadeia dupla MRE11 (double-strand break
repair protein MRE11)

MRN Complexo MRE11-RAD50-NBS1
MRNIP Proteína de interação com complexo MRN (MRN complex-interacting

protein)
MSH2 Homólogo de MutS 2 (MutS Homolog 2)

MSH3 Homólogo de MutS 3 (MutS Homolog 3)

MSH6 Homólogo de MutS 6 (MutS Homolog 6)
MTMR10 Proteína 10 relacionada à miotubularina (myotubularin-related protein 10)

mRNA RNA mensageiro (messenger RNA)

NAHR Recombinação homóloga não alélica (nonallelic homologous
recombination)

NBS Nibrina (Nibrin)

NER Reparo por excisão de nucleotídeos (nucleotide excision repair)

NHEJ União de extremidades não homólogas (non-homologous end-joining)

O2 Oxigênio
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PABP Proteína de ligação a poli-A (poly(A)-binding protein)
PARP-1 Polimerase de poli (ADP-Ribose) 1 (poly(ADP-ribose) polymerase 1)

PARP-2 Polimerase de poli (ADP-Ribose) 2 (poly(ADP-ribose) polymerase 2)

pb Pares de base

PCNA Antígeno nuclear celular em proliferação (proliferating cell nuclear
antigen)

PMS1 Segregação pós-meiótica aumentada (S. Cerevisiae) 1 (postmeiotic
segregation increased (S. Cerevisiae) 1)

PMS2 Segregação pós-meiótica aumentada (S. Cerevisiae) 2 (postmeiotic
segregation increased (S. Cerevisiae) 2)

PNK Polinucleotídeo cinase (Polynucleotide kinase)

PNKP Polinucleotídeo 3'-Fosfatase cinase (Polynucleotide Kinase 3'-
Phosphatase)

Poli-A Poli-adenosinas

PoliQ Poliglutamina

PQC Controle de qualidade de proteínas (Protein Quality Control)
PSP Paralisia supranuclear progressiva (Progressive supranuclear palsy)

RAD50 Proteína de reparo de quebra de cadeia dupla RAD50 (RAD50 double
strand break repair protein)

RAD51 Proteína de Recombinação A (Recombination protein A)

RAD52 Proteína de recombinação RAD52 (Recombination protein RAD52)
RBBP8 Proteína de ligação ao retinoblastoma 8 (Retinoblastoma-binding protein 8)
RFC Fator de replicação C (Replication factor C)
RNA Ácido ribonucleico (Ribonucleic acid)

RNAPII RNA polimerase II

RPA Proteína de replicação A (Replication protein A)

RS Rio Grande do Sul
SBMA Atrofia muscular bulbo-espinhal (Spinal-bulbar muscular atrophy)

SCA Ataxia espinocerebelar (Spinocerebellar ataxia)

SCA1 Ataxia espinocerebelar do tipo 1 (Spinocerebellar ataxia type 1)
SCA2 Ataxia espinocerebelar do tipo 2 (Spinocerebellar ataxia type 2)

SCA3 Ataxia espinocerebelar do tipo 3 (Spinocerebellar ataxia type 3)

SCA6 Ataxia espinocerebelar do tipo 6 (Spinocerebellar ataxia type 6)
SCA7 Ataxia espinocerebelar do tipo 7 (Spinocerebellar ataxia type 7)

SCA17 Ataxia espinocerebelar do tipo 17 (Spinocerebellar ataxia type 17)
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SCAN1 Ataxia espinocerebelar com neuropatia axonal tipo 1 (Spinocerebellar
ataxia with axonal neuropathy-1)

SETX Senataxina (Senataxin)

SLX1 Subunidade de endonuclease específica da estrutura (Structure-specific
endonuclease subunit)

SNC Sistema nervoso central

SNP Polimorfismos de nucleotídeo único (single nucleotide polymorphism)
Spo11 Proteína específica para esporulação 11 (sporulation-specific protein 11)

SSBs Quebras de cadeia simples de DNA (single strand breaks)

ssDNA Fita simples de DNA (single-stranded DNA)

STR Seqüências curtas repetidas em tandem (short tandem repeats)
TDP1 Tirosil-DNA fosfodiesterase 1 (tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1)

TDP-43 Proteína de ligação de DNA transativa 43 (Transactive DNA-binding
protein 43)

TOP Topoisomerase (topoisomerase)
TOP1 Topoisomerase tipo 1 (topoisomerase I)

TOP2 Topoisomerase tipo 2 (topoisomerase II)

UNG1 Uracil DNA Glicosilase 1 (uracil-DNA glycosylase 1)
UTR Região não traduzida (untranslated region)

UV Radiação ultravioleta

XLF Fator semelhante a XRCC4 (XRCC4-like factor)

XPA Xeroderma pigmentoso, grupo A (Xeroderma pigmentosum, group A)
XPC Xeroderma pigmentoso, grupo C (Xeroderma pigmentosum, group C)

XPD Xeroderma pigmentoso, grupo D (Xeroderma pigmentosum, group D)

XPF Xeroderma pigmentoso, grupo F (Xeroderma pigmentosum, group F)
XPG Xeroderma pigmentoso, grupo G (Xeroderma pigmentosum, group G)

XRCC1 Proteína de complementação cruzada de reparo por raios-X 1 (X-ray repair
cross-complementing protein 1)

XRCC4 Proteína de complementação cruzada de reparo por raios-X 4 (X-ray repair
cross-complementing protein 4)
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RESUMO

A ataxia espinocerebelar tipo 3, ou doença de Machado-Joseph (SCA3/MJD), pertence a

um grupo de doenças neurodegenerativas relacionadas à idade. A SCA3/MJD é causada

por uma expansão de repetições CAG no DNA, que se reflete a nível proteico com o

acúmulo de glutamina o qual tende a formar agregados tóxicos. Sequências de CAG mais

longas se correlacionam inversamente com a idade de início (ii) dos sintomas. Porém, em

média, apenas 55,2% da variação da ii pode ser explicada por essa expansão. As repetições

expandidas são geneticamente instáveis, com propensão a se expandir ainda mais, gerando

mosaicismo somático. Visto que, mesmo as células que proliferam muito lentamente têm

tendência à expansão, mecanismos não replicativos, como o reparo de DNA, são mais

propensos a explicar muitas das expansões somáticas no cérebro. Nosso estudo teve como

objetivo avaliar o efeito dos genes do sistema de reparo de DNA como modificadores da ii

em pacientes com SCA3/MJD, bem como o efeito desses sistemas na formação de

agregados e estabilidade das repetições CAG. Por meio do estudo de células de pacientes

com SCA3/MJD pudemos notar que a instabilidade somática, ou a falta dele, não é o

motivo da morte celular, que ocorre, aparentemente, de forma sistêmica. Mesmo que o

reparo de ligações cruzadas entre cadeias de DNA tenha mostrado um efeito moderado na

formação de agregados, variantes no gene FAN1 estão associadas à ii tardia.

Demonstramos a prevalência da variação rs3512 deste gene no Rio Grande do Sul e em um

grupo de pacientes com SCA3/MJD, com efeito protetor na mesma direção dos estudos

anteriores. Também demonstramos que a inibição de algumas proteínas-chave do sistema

de reparo do DNA pode levar a um aumento da agregação com a inibição das

topoisomerases I e II exibindo uma enorme formação de agregados poliQ nuclear. Com

esse fato em mente, testamos sete (equivalentes a 110) variantes no DNA. Nenhuma delas

está associada à ii da doença, de modo que a formação de agregados detectada

anteriormente pode refletir um desequilíbrio nas vias celulares. Por fim, a superespressão

de uma chaperona, a HspB5 pode suprimir a formação destes agregados tóxicos, sem

influenciar no reparo de DNA. Assim, nossos achados sugerem que o acúmulo de danos e

a manutenção de agregados proteicos são mecanismos distintos, mas inter-relacionados,

atuando na homeostase celular, causando escassez de proteínas, seja pelo sequestro ou pela

diminuição de sua produção via transcrição, comprometendo a sobrevivência neuronal.
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ABSTRACT

Spinocerebellar ataxia type 3, or Machado-Joseph disease (SCA3/MJD), belongs to a

group of neurodegenerative diseases related to age. SCA3/MJD is caused by an DNA

expansion of CAG repeats, which is reflected at the protein level as the accumulation of

glutamine and tends to form toxic aggregates. Longer CAG sequences correlate inversely

with the age of onset (AO) of the symptoms. However, on average, only 55.2% of the AO

variation can be explained by this expansion. The expanded repetitions are genetically

unstable, with a propensity to expand further, generating somatic mosaicism. Since even

cells that proliferate very slowly tend to expand, non-replicative mechanisms, such as

DNA repair, are more likely to explain many of the somatic expansions in the brain. Our

study aimed to evaluate the effect of the DNA repair system genes as modifiers on AO in

patients with SCA3/MJD, as well as the effect of these systems on the formation of

aggregates and stability of CAG repetitions. Through the study of cells from patients with

SCA3/MJD we could show that somatic instability, or the lack of it, is not the reason for

cell death, which apparently occurs in a systemic way. Even though the repair of cross-

links between DNA strands has a moderate effect on the formation of aggregates, variants

in the FAN1 gene are associated with late AO. We demonstrated the prevalence of FAN1

variation rs3512 in Rio Grande do Sul and in a group of patients with SCA3/MJD,

corroborating its protective effect in the same direction than previous studies. We also

demonstrate that the inhibition of some key proteins of the DNA repair system can lead to

increased aggregation with the inhibition of topoisomerases I and II exhibiting an

enormous formation of nuclear polyQ aggregates. With that fact in mind, we tested seven

(equivalent to 110) variants in DNA. None of them are associated with the disease AO, so

the formation of aggregates previously detected may reflect an imbalance in the cellular

pathways. Finally, overexpression of a chaperone HspB5 can suppress the formation of

these toxic aggregates, with no repercussions on DNA repair. Thus, our findings suggest

that the damage accumulation and the maintenance of protein aggregates are distinct but

interrelated mechanisms acting on cellular homeostasis, causing protein shortages, either

by protein sequestration or by decreasing their production via transcription, thus

compromising neuronal survival.
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1. INTRODUÇÃO

1.1. Ataxia espinocerebelar do tipo 3 ou doença de Machado-Joseph, um epítome.

A primeira publicação desta condição se deu em 1972 e foi alcunhada Doença de

Machado, dado que consistia na descrição clínica de quatro gerações de descendentes de

William Machado, imigrante luso-americano, nativo da Ilha de São Miguel nos Açores,

Portugal que migrou para o estado de Massachusetts, Estados Unidos da América (EUA).

Os integrantes afetados apresentavam ataxia de marcha de progressão lenta com início na

vida adulta, seguida de outros sintomas variados. A doença de Machado foi considerada de

herança autossômica dominante (AD), entretanto os filhos de indivíduos aparentemente

sem sintomas poderiam apresentá-la, uma vez que os pais tenham vindo a óbito antes dos

40 anos (idade média de início da doença). O grande número de casos foi atribuído ao fato

de que 9 dos 13 descendentes da primeira geração manifestaram sinais neurológicos

(Nakano et al., 1972).

Alguns anos mais tarde, em 1976, outra doença cuja principal manifestação clínica

era igualmente ataxia de marcha foi caracterizada e denominada Doença de Joseph,

epônimo de Antone Joseph, também imigrante nos EUA proveniente das ilhas dos Açores.

Neste artigo foram estudadas oito gerações de descendentes do Antone Joseph com ataxia

de marcha, que se manifestava em média aos 25 (variando de 13 a 42) anos de idade e

progredia com um aumento do déficit neurológico, geralmente resultando em morte por

pneumonia dentro de 15 anos. (Rosenberg et al., 1976).

Dois anos depois, através de um estudo conduzido nas ilhas dos Açores, o qual

abrangeu 40 indivíduos de 15 famílias, Coutinho e Andrade (1978) chegaram à conclusão

de que tanto a família Machado quanto a Joseph padeciam do mesmo distúrbio, o qual

apresenta notável pleomorfismo sintomático. Tal condição passou então a ser denominada

Doença de Machado-Joseph (MJD – do inglês “Machado-Joseph disease”; OMIM

109150).

Já na década de 90 a mutação responsável pela MJD foi mapeada no braço longo do

cromossomo 14, entre as bandas 24.3 e 32.1 (Takiyama et al.,1993), primeiro em

Japoneses e confirmada em açorianos (Sequeiros et al., 1994). O gene foi identificado

pouco depois e denominado MJD1, localizado na região 14q32.1 (Kawaguchi et al.,1994).
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Neste mesmo período se especulava sobre as possíveis mutações que ocasionariam

ataxia espinocerebelar (SCA – do inglês “Spinocerebellar ataxia”). Apenas dois tipos eram

conhecidos na época (SCA1 no braço curto do cromossomo 6 e SCA2 no braço longo do

cromossomo 12) quando um terceiro locus foi determinado dentro da posição 14q24.3-qter

(Stevanin et al., 1994; Gispert et al., 1993; Ranum et al., 1991; Zoghbi et al., 1991). A

patologia oriunda desta mutação foi então chamada de ataxia espinocerebelar do tipo 3

(SCA3 – do inglês “Spinocerebellar ataxia type 3”; OMIM 109150). Mesmo sabendo que

a mutação responsável por MJD estava dentro dos limites de SCA3, os autores não

puderam afirmar se ambas advinham do mesmo gene (Stevanin et al., 1994).

Após este longo caminho, ilustrado na figura 1, finalmente verificou-se que, apesar

das diferenças clínicas, SCA3 e MJD são de fato geneticamente idênticas, com cada

distúrbio representando extremos em um espectro de sintomas provenientes de uma

expansão trinucletídica CAG (CAGexp). Ainda, esta CAGexp se apresenta instável,

podendo aumentar ou contrair entre gerações (ver seção 1.2.1) o que demanda cautela na

correlação genótipo/fenótipo e explica a variabilidade entre as idades de início dos

sintomas (ii) descritas entre as duas famílias (Haberhausen et al., 1995).

Atualmente descrevemos a SCA3/MJD como o tipo mais comum e com fenótipo

mais variável entre as SCAs, um grupo de distúrbios herdado de forma AD, causado pela

degeneração do cerebelo e suas conexões aferentes e eferentes, bem como substância nigra

e núcleos de nervos cranianos e estriado (Nóbrega et al., 2012). A ii ocorre em média em

torno da terceira década de vida, mais comumente com o aparecimento de ataxia de

marcha, seguido de diplopia, disartria e espasticidade. Há heterogeneidade em conceituar o

início da doença, pois alguns autores a definem como o tempo observado do primeiro

sintoma e outros como o tempo de início da ataxia de marcha (Saute & Jardim, 2015). A

doença é implacável e em poucos anos os pacientes tornam-se acamados, tendo uma

sobrevida média de 21,18 anos a partir da ii (Kieling et al., 2007). No presente momento as

terapias disponíveis visam apenas atenuar os sintomas, uma vez que não há cura ou

tratamento disponíveis.

1.1.1. Epidemiologia

A SCA3/MJD é a forma de ataxia dominante mais comum em todo o mundo (Martins

et al., 2007). Contudo, a maior frequência relativa de (78.4% dentre todas as SCAs) está
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presente no estado do Rio Grande do Sul (RS), Brasil e em Portugal (de Castilhos et al.,

2014), onde as taxas de prevalência foram recentemente estimadas em 7:100.000

habitantes (Rodríguez-Labrada et al., 2020). Esta alta taxa de prevalência pode ser

explicada pela história da colonização, quando no período entre 1750 a 1770 de dois a

cinco mil açorianos foram enviados ao RS pela coroa portuguesa (Figura 1) devido a baixa

densidade geográfica, pois apenas poucos ameríndios que viviam nesta região (Rodríguez-

Labrada et al., 2020).

Figura 1: Histórico da SCA3/MJD.Mapa de migração da SCA3/MJD (esquerda) e Linha
do tempo (direita). A curva na linha do tempo representa a sucessão do trabalho necessário
para se chegar à conclusão de que SCA3/MJD são uma doença única.

A caracterização de haplótipos ancestrais ligados à mutação de SCA3/MJD tornou

possível distinguir a origem e dispersão das famílias descritas originalmente. Assim sendo,

por meio de três polimorfismos de nucleotídeo único (SNP – do inglês “single nucleotide

polymorphism”) nas posições A669TG/G669TG (rs1048755), C987GG/G987GG (rs12895357)

e TAA1118/TAC1118 (rs7158733) (Figura 2) quatro configurações haplotípicas foram

encontradas em Portugal. Destas, 94% de todas as famílias com a doença possuíam ACA

ou GGC. A configuração haplotípica ACA, referida à família Joseph, estaria mais

concentrada na Ilha das Flores e a configuração GGC, referida à família Machado, na Ilha
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de São Miguel, contudo, ambas são encontradas em Portugal continental (Martins et al.,

2007).

Ciente disto e com a informação de que o haplótipo ACA predomina no RS,

compreende-se que a família Joseph deu origem a SCA3/MJD nesta região, através de um

efeito fundador provavelmente durante a imigração açoriana. Ainda, a partir da análise de

4 sequências curtas repetidas em tandem (STR – do inglês “short tandem repeats”), duas

delas localizadas na região 5’ ((TAT)n e (CA)n) e duas na região 3’ ((AC)n e (GT)n) do

gene causador de SCA3/MJD, foi possível observar que 170 das 178 famílias carregam a

extensão 11-21-ACA-14-15 (ACA H1) do haplótipo ACA (figura 2) sugerindo que 92% da

linhagem residente no RS é aparentada (Rodríguez-Labrada et al., 2020).

1.1.2. Etiologia

Como mencionado anteriormente, a descoberta da mutação responsável pela

SCA3/MJD deu-se na década de 90 (Takiyama et al.,1993; Sequeiros et al., 1994;

Kawaguchi et al.,1994). Com o passar dos anos e o avanço do conhecimento, nos dias de

hoje sabe-se que a doença é ocasionada por uma expansão do trinucleotídeo CAG no éxon

10 do gene MJD1 ou, como é mais comumente reportado, gene ataxin 3 (ATXN3; OMIM

607047), encontrado mais precisamente na posição cromossômica 14q32.12 (coordenadas

genômicas: GRCh38: 14:92,058,551-92,106,620) representado na figura 2.

Enquanto os alelos normais apresentam de 12 a 43 repetições, os indivíduos afetados

têm pelo menos um alelo expandido com mais de 55 repetições (de Mattos et al., 2018).

Indivíduos com 51 repetições foram descritos com e sem a doença em populações

diferentes, contudo não se tem certeza se isto pode ser atribuído a expressividade variável

da mutação ou diferenças na modulação da doença por fatores modificadores (Gu et al.,

2004; Maciel et al., 2001).

A ii da SCA3/MJD é variável e o maior fator que a influência é o tamanho da

expansão. De uma maneira geral, quanto maior a CAGexp, mais cedo iniciará a doença

(Maciel et al., 1995; Souza et al., 2016). Contudo, na população brasileira, o tamanho de

CAGexp contribui apenas para cerca de 55,2% da variação em ii, sendo o percentual

restante pertencente a outros fatores ainda em especulação (de Mattos et al., 2018).

Todavia, a elucidação das condições que fazem uma pessoa apresentar mais precoce ou

mais tardiamente os sintomas é de extrema importância, pois em posse deste conhecimento
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uma estratégia terapêutica pode ser criada e quem sabe haja até a possibilidade de cura

futuramente.

Figura 2: Representação esquemática da ATXN3 - cromossomo, gene e seu transcrito.
O gene ATXN3 encontra-se no cromossomo 14, mais precisamente na banda q32.12 (em
laranja no cromossomo). As linhas pontilhadas nas extremidades do gene referem-se aos
SRTs: dois localizados na região 5’ ((TAT)n, (CA)n) e dois na região 3’ ((AC)n, (GT)n);
Os marcadores de haplótipos (SNPs) A669TG/G669TG (rs1048755), C987GG/G987GG
(rs12895357) e TAA1118/TAC1118 (rs7158733) estão representados pelas linhas pontilhadas
dentro da sequência e têm seus nucleotídeos sublinhados no transcrito; As marcações em
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laranja na sequência de DNA e no transcrito representam as junções éxon-éxon; Texto em
negrito mostra as repetições CAG; Texto em azul mostra as interrupções na repetição CAG.
Esquema foi baseado em Kawaguchi et al.,1994; Martins et al., 2007; com distanciamento
e junções éxon-éxon atualizadas pelo Ensembl Human Genome Browser
(http://www.ensembl.org/), com base no transcrito ATXN3-214.

Correlações positivas para ii também foram observadas entre irmãos, pares

avunculares e primos de primeiro grau e, da mesma forma que efeitos populacionais, os

efeitos familiares também podem ser genéticos ou ambientais, visto que famílias

compartilham de ambos (DeStefano et al., 1996) .

1.1.3. Modificadores de fenótipo

Apenas alguns fatores conhecidos atuam na modulação de SCA3/MJD e, mesmo

quando combinados com CAGexp, têm um alcance de apenas 73,5% da variação da ii (de

Mattos et al., 2018).

O modificador de fenótipo mais promissor relatado até o momento consiste na

presença de alelos intermediários (27–33 repetições CAG) de ATXN2 (Tezenas du Montcel

et al., 2014). Se este efeito modulador está diretamente relacionado ao CAGexp ou ligado

a outra variante genética, ainda não se sabe. Entretanto, várias observações suportam um

papel biologicamente significativo para ATXN2 e/ou sua proteína ataxina-2 normal em

doenças neurodegenerativas, como por exemplo, o risco aumentado de desenvolver

esclerose lateral amiotrófica (ALS – do inglês “Amyotrophic lateral sclerosis”; OMIM

105400) em pacientes com alelos intermediários (Elden et al., 2010); paralisia

supranuclear progressiva (PSP – do inglês “Progressive supranuclear palsy”; OMIM

601104) em portadores de alelos maiores de 30 repetições (Ross et al., 2011) ou demência

frontotemporal (FTD – do inglês “Frontotemporal dementia”; OMIM 600274) quando os

alelos contém 29 repetições ou mais (Lattante et al., 2014).

Ainda, foram detectados níveis mais baixos de ataxina-2 em cérebros de pacientes

com SCA3/MJD e camundongos transgênicos em comparação com controles saudáveis, ao

mesmo tempo que, a restauração dos níveis desta proteína em camundongos afetados levou

a melhorias morfológicas e comportamentais significativas (Nóbrega et al., 2015). Por

último, foi demonstrada a ação de um SNP (rs7969300) em ATXN2, fora do trato CAG, na

modulação de ii em pacientes chineses com SCA3/MJD (Ding et al., 2016).

http://www.ensembl.org/
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Segundo de Mattos e colaboradores (2018) há diferenças geográficas/étnicas claras

sobre o efeito de CAGexp em ii. Os autores inferem que uma correlação universal pode

não ser aplicável a todas as populações de portadores pois observaram que a população

brasileira tem, em média, CAGexp maiores relacionados com uma manifestação mais

tardia de SCA3/MJD quando comparado com outras populações. Se este fato está

relacionado com herança genética ou fatores ambientais, ainda não está claro.

1.1.4. Patogenicidade

A CAGexp se reflete a nível proteico com ganho de aminoácidos glutamina na

ataxina-3, o que caracteriza SCA3/MJD como uma desordem de expansão de

poliglutamina (poliQ), ou poliglutaminopatia, comum a outras doenças como atrofia

muscular bulbo-espinhal (SBMA – do inglês “Spinal-Bulbar Muscular Atrophy”; OMIM

313200), atrofia dentatorubro-palidoluisiana (DRPLA – do inglês “Dentatorubral-

pallidoluysian atrophy”; OMIM 125370), doença de Huntington (HD – do inglês

“Huntington disease”; OMIM 143100) e outras cinco SCAs (SCA1, SCA2, SCA6, SCA7 e

SCA17) além de SCA3/MJD (Gardiner et al., 2019; Schöls et al., 2004; Zijlstra et al.,

2010; Massey & Jones, 2018). Surpreendentemente, todas essas doenças têm pelo menos

algum elemento de disfunção neurológica, o que sugere uma necessidade específica da

regulação destas repetições trinucleotídicas no sistema nervoso central (SNC) (Orr &

Zoghbi, 2007). Em tempo, a HD é a poliQ mais estudada e será bastante citada por

apresentar mais dados na literatura.

As características neuropatológicas de SCA3/MJD envolvem sistemas cerebelares,

bem como substância nigra, núcleos de nervos cranianos e estriado. No cerebelo, o

comprometimento severo do núcleo dentado (DN – do inglês “dentate nucleus”) é

consenso, enquanto a perda de células de Purkinje é controversa. De qualquer forma, sabe-

se que a maioria das células de Purkinje projetam seus axônios para o DN (Rüb et al.,

2008).

Ataxina-3 é uma deubiquitinase que tem um papel neuroprotetor mediado por sua

regulação da autofagia (Ashkenazi et al., 2017). As proteínas mutantes são propensas à

formação de agregados intraneurais e, quando transportadas para o núcleo, podem causar

neurotoxicidade cerebelar e ataxia provavelmente devido a indução de repressão
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transcricional (Chou et al., 2014) e/ou prejuízo da homeostasia celular (Orr, 2012; Massey

e Jones, 2018).

O principal mecanismo de formação de agregados relatado envolve a clivagem da

ataxina-3 mutante pela calpaína por meio do influxo de cálcio (Ca2+) que sucede à

estimulação por glutamato (Koch et al., 2011). Há evidências de que a ataxina-3 mutante

prejudica a indução da depressão cerebelar de longa duração (LTD – do inglês “long-term

depression”), um tipo de mecanismo sináptico considerado crítico para o aprendizado

motor. LTD também é regulado pelo glutamato e influxo de Ca2+ (Chou et al., 2014).

Embora ataxina-3 seja ubiquamente expressa, a formação de agregados não é notada

em todas as células. Fibroblastos epiteliais, por exemplo, não apresentam níveis detectáveis

de agregados poliQ, apesar do fato de expressarem níveis apreciáveis do alelo ATXN3

contendo CAGexp. Isto é atribuído ao fato de que sistemas de controle de qualidade de

proteínas (PQC – do inglês “Protein Quality Control”) ainda são capazes de lidar com a

proteína mutada nestas células, e/ou ao fato de que fibroblastos sofrem divisão rápida,

onde proteínas malformadas são distribuídas entre as células mãe e filha antes da produção

dos agregados, atuando como um fator de diluição. Ainda assim, não é claro o que provoca

a vulnerabilidade neuronal seletiva em SCA3/MJD (Martinez-Vicente & Cuervo, 2007;

Zijlstra et al., 2010).

A distinção entre os mecanismos que atuam em diferentes doenças causadas por

aumentos semelhantes de trinucleotídeos e o estudo dos mecanismos de instabilidade e

fragilidade destes têm sido particularmente valiosos em fornecer considerações sobre como

vias de proteção do genoma normalmente podem falhar, levando a alterações e a

manifestação da doença (Pacheco et al., 2013).

1.2. Estabilidade do DNA

1.2.1. Antecipação genética

Repetições CAGexp têm propensão a se expandirem em células da linha germinativa

(espermatozóides ou ovócitos) (Igarashi et al., 1996). Foi visto que este fenômeno é mais

proeminente na transmissão paterna e, dado que o comprimento da repetição se

correlaciona inversamente com a idade no início da doença, essa propensão intergeracional

à expansão do CAGexp explica a observação fenotípica da antecipação, segundo a qual o



21

início da doença tende a ocorrer mais cedo nas gerações subsequentes (Durr, 2010; Martins

et al., 2014; Zijlstra et al., 2010; Klockgether et al., 2019).

Esse viés paterno é frequentemente atribuído ao aumento do número de divisões

mitóticas que precedem a gametogênese masculina, mas também pode ser em

consequência de alterações na atividade e concentração de proteínas de reparo do DNA

(Durr, 2010). Análises mostraram que mosaicismo somático significativo está presente no

esperma de homens com HD e, sugere-se que um fator independente ao causador da

doença está envolvido com mudanças no padrão da transmissão (Telenius et al., 1995).

Evidências de um modelo de camundongo transgênico, também em HD (R6/1) sugerem

que a expansão do CAGexp dos espermatozóides ocorre no amadurecimento após a meiose

(Kovtun & McMurray, 2001). Isso implica que o reparo ao invés da replicação do DNA

está envolvido na geração da síntese de DNA necessária para a expansão da CAGexp

(Massey & Jones, 2018).

Cientes desta instabilidade nas repetições e intrigados com o fato de o tamanho da

expansão não definir com precisão a ii, uma hipótese de mosaicismo somático do trato

CAGexp como modulador da doença foi proposta (Gomes-Pereira et al., 2014). Afinal, se

as células tendem a expandir ainda mais a CAGexp durante a vida de um indivíduo,

espera-se que este manifeste a doença precocemente, ao passo que se o trato CAGexp

contrair, este indivíduo apresentaria a doença mais tardiamente. Será que a regulação ou

proporção entre células contendo expansões ou contrações são elementos determinantes na

morte celular?

Aqui vale ressaltar que, no caso de repetições em tandem as desordens no sistema de

reparo podem influenciar na manutenção do tamanho destes genes, resultando no

mosaicismo somático do trato CAG. Aumento de CAGexp foi visualizado em fibroblastos

humanos de pacientes com HD durante passagens celulares, entretanto, quando expostas a

dano oxidativo houve aumento devido, segundo os autores, ao reparo de quebras de fita

dupla do DNA (Kovtun et al., 2007).

Além disso, aumento de dano de DNA foi detectado em linfócitos de pacientes com

SCA3/MJD em relação a um grupo controle, através do ensaio Cometa. Os autores

remetem esse aumento ao desbalanço na degradação de peróxido de hidrogênio (H2O2) e

apesar de reconhecerem que este estudo não comprova que semelhante dano ocorra no
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cerebelo, concluem que um estresse oxidativo sistêmico pode estar ocorrendo nos

pacientes (Pacheco et al., 2013).

Expansões somáticas foram descritas em poliQ de uma maneira tecido-específica

(Møllersen et al., 2010; Silva-Fernandes et al., 2010), chegando a ganhos de até 1000

repetições em células do corpo estriado (região do cérebro mais afetada pela doença) em

um indivíduo com HD (Kennedy et al., 2003). Apesar de tenderem à expansão, a maioria

dos estudos no cérebro humano foi realizada antes da aplicação de metodologias mais

sensíveis para determinar o comprimento da repetição e os resultados relativos à

SCA3/MJD não são tão precisos (Muñoz et al., 2002; Cancel et al., 1998; Maciel et al.,

1997).

Modelos animais de SCA3/MJD mostram grande aumento da CAGexp no cérebro e,

especificamente, em neurônios pós-mitóticos (Silva-Fernandes et al., 2010). Uma vez que

neurônios cessam sua proliferação*, presume-se que mecanismos não replicativos de

expansão são mais aptos a explicar muitas expansões somáticas (Usdin et al., 2015). No

cérebro, a divisão de células gliais mostra evidências de instabilidade de CAG contínua, in

situ e em cultura (Watanabe et al., 2000; Claassen & Lahue, 2007).

1.2.2. Integridade do DNA

Estima-se que algo entre mil e milhões de lesões ocorram por dia no DNA em todas

as células humanas (Mani & Chinnaiyan, 2010). As causas destes danos ao DNA se

estendem de agentes externos, como: radiação ionizante ou ultravioleta (UV), produtos

químicos ou drogas; a fontes internas, como: espécies reativas de oxigênio (EROs) e erros

no metabolismo do DNA (transcrição e replicação), os quais, por si só, contribuem

consideravelmente para a carga de danos no DNA de uma célula (Bohlander & Kakadia,

2015).

De uma forma geral, os danos se apresentam através de quebras de cadeia simples

(SSBs – do inglês “single strand breaks”) ou de cadeia dupla de DNA (DSBs – do inglês

“double strand breaks”) e a incapacidade para reparar adequadamente SSBs podem

resultar em DSBs (Bohlander & Kakadia, 2015).

* Não completamente, pois conjectura-se que a neurogênese está ligada a determinadas
áreas do cérebro, como o hipocampo, área responsável pelo aprendizado, memória e
comportamento afetivo. Contudo, não é conhecido o número preciso de neurônios gerados
por dia (Steiner et al. 2019).



23

Além disso, as altas demandas de oxigênio (O2) do cérebro (20% do consumo total de

oxigênio no corpo, com apenas 2% da massa corporal) expõem suas células a inúmeras

EROs produzidas pela respiração mitocondrial normal (Massey & Jones, 2018).

Interessantemente, a chaperona HspB5 (também conhecida por alfa-B cristalina) impede a

geração de EROs em mitocôndrias no cérebro, fato comprovado em um modelo animal.

Neste experimento, os autores determinaram o sinal de EROs na presença de diferentes

concentrações de HspB5. Os dados revelaram que a geração de EROs, causada pela

antimicina A na presença de malato e glutamato, foi inibida significativamente pela

aplicação de 50 mg/ml de HspB5 (Zhu et al., 2015).

Ao mesmo tempo, a deficiência de micronutrientes (ácido fólico, vitamina B12, B6,

niacina, C, E, ferro e zinco) pode mimetizar danos químicos ou de radiação causando

quebras de cadeia simples e dupla ou ambas (Ames, 2001). Quando relacionadas à

radiação ionizante, DSBs são ocasionados principalmente pelo ataque de radicais livres

gerados pela ionização da água. As DSBs também ocorrem de forma endógena, no

processo de recombinação meiótica mediada pela proteína específica para esporulação 11

(Spo11 – do inglês “sporulation-specific protein 11”) e transcrição pela topoisomerase tipo

2 (TOP2 – do inglês “topoisomerase II”) (Zhu et al., 2019).

Por outro lado, as SSBs diretas são lesões "não programadas" e várias das ataxias que

exibem degeneração limitada ao SNC são causadas por mutações nos genes de reparo de

SSBs, sugerindo que o SNC pode ser excepcionalmente vulnerável a interrupções no

reparo de quebras de cadeia simples (Caldecott, 2003; Massey & Jones, 2018).

Ademais, nem todas as sequências de DNA são iguais em sua contribuição para a

integridade genômica. Algumas conformações estruturais alternativas são mais propensas a

quebras e “escorregões” da polimerase e, com isso, induzem instabilidade genética e

mutagênese, além de interferir em processos celulares normais, como a transcrição

(Zaytseva & Quinn, 2018; Massey & Jones, 2018). Estas, ao invés de adotar o padrão de

dupla hélice de Watson-Crick (estrutura-B), adotam estruturas de DNA não-B, pelo menos

transitoriamente, as quais incluem hairpins, R-loops, Z-DNA, DNA cruciforme, H-DNA

(tríplex) e tetrâmeros de DNA (Wells, 2007).

Repetições em tandem (tanto de trinucleotídeos como de unidades maiores) são mais

propensas a formação de estruturas não-B. Para a repetição CAG/CTG, ambos podem

formar hairpins (Figura 3A), sendo CTG mais estável do que CAG (Gacy et al., 1995). O
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pareamento de bases CAG:GAC em um hairpin contém uma incompatibilidade média do

par A:A, uma base que, segundo a modelagem in silico, adotará uma estrutura de Z-DNA

incomum, o que poderia predispor estas estruturas a quebras (Khan et al., 2015).

Repetições ricas em G são particularmente propensas a formar R-loops (Figura 3B), os

quais são híbridos de RNA:DNA que se formam durante a transcrição (Belotserkovskii et

al., 2010).

Enquanto todas as sequências formam R-loops transitórios atrás da RNA polimerase

II (RNAPII), aqueles que são formados em regiões com uma assimetria de cadeia em

relação a purinas e pirimidinas são particularmente propensas a formar híbridos estáveis e

persistentes. Híbridos de RNA:DNA persistentes foram demonstrados em repetições

CAG/CTG em células humanas e tiveram seus níveis correlacionados com instabilidade

(Belotserkovskii et al., 2013).

Os mecanismos pelos quais R-loops causam danos ao DNA são pouco compreendidos.

Pensa-se que os R-loops são estruturas intrinsecamente frágeis devido à presença de fita

simples de DNA (ssDNA – do inglês “single-stranded DNA”) não pareada. No entanto,

como o ssDNA é organizado in vivo dentro da estrutura do R-loop não é totalmente claro,

mas dependendo das características específicas da sequência, o ssDNA de um R-loop pode

adotar estruturas secundárias complexas de DNA propensas a quebras, incluindo

tetrâmeros de DNA e hairpins, como ilustrado na figura 3B (Brambati et al., 2020).

Figura 3: Formação de estruturas não-B de DNA a partir de repetições CAG/CTG. A
Exemplo de hairpin. B Exemplo de R-loop com uma das fitas em ssDNA, propensas a
formações de outras estruturas, como os próprios hairpins. A sequência em laranja
representa a fita nascente de mRNA.
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Vários fatores cis e trans podem afetar a estabilidade das repetições CAG no genoma.

Os fatores cis incluem o comprimento da repetição CAG, a presença de interrupções

intercaladas nas repetições (figura 2 - texto em azul), haplótipos e o contexto genômico.

Como mencionado anteriormente, repetições mais longas, principalmente aquelas acima do

limiar causador da doença, são mais instáveis e tendem a se expandir. Contudo, quando há

interrupções intercaladas a essas repetições. Esses efeitos podem ser atenuados por reduzir

a estabilidade de hairpins (Usdin et al., 2015; Massey & Jones, 2018).

A geração e a persistência das lesões do DNA no genoma humano podem levar a

mutagênese, instabilidade genética e câncer (Zhu et al., 2019; Dworaczek & Xiao, 2007).

Para manter a fidelidade do genoma, as células desenvolveram mecanismos complexos,

iniciadas por enzimas específicas e seguidas de vias de sinalização. Estas vias são

chamadas coletivamente de resposta ao dano de DNA (DDR – do inglês “DNA damage

response”) e garantem o reparo apropriado para cada tipo diferente de lesão (Jackson &

Bartek, 2009; Iyama & Wilson, 2013). O controle rígido do reparo do DNA é crucial para

manter a expressão e função dos neurônios. De fato, muitas doenças neurológicas

mendelianas (algumas delas descritas na seção 1.3.1) resultam diretamente de defeitos na

resposta a danos no DNA (Madabhushi et al., 2015).

1.3. Mecanismos de Reparo de DNA

As vias de reparo de DNA são específicas para cada tipo de lesão e suas as proteínas

que integram essas vias são recrutadas de acordo com a necessidade. Um dos primeiros

sensores de respostas a danos no DNA é o complexo MRN, formado pelas proteínas de

reparo de quebra de cadeia dupla RAD50 (RAD50 – do inglês “RAD50 double strand

break repair protein”) e MRE11 (MRE11 – do inglês “double-strand break repair protein

MRE11”) e nibrina (NBS – do inglês “nibrin”). Este complexo é ativado em resposta a

DSB, colapso na forquilha de replicação, disfunção de telômeros e invasão viral. A

estrutura MRN pode ser separada em "cabeça", "bobina", “gancho” e regiões adaptadoras.

A região da cabeça consiste em duas proteínas RAD50 e duas nucleases MRE11, formando

o mecanismo central do processamento que retira as extremidades do DNA para gerar

DNA de fita simples na extremidade 3', necessária para posterior reparo. A NBS1 forma o

domínio "adaptador" de MRN e atua como um regulador e módulo de recrutamento de

proteínas, ligando-se a ambas proteínas ataxia telangiectasia mutada (ATM – do inglês
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“ataxia-telangiectasia mutated”) e relacionada ao Rad3 (ATR – do inglês “ataxia-

telangiectasia and Rad3-related protein”) as quais, por sua vez, orquestram cascatas de

sinalização para manutenção da integridade genômica (Bian et al., 2019).

Centenas de proteínas alvo a jusante são fosforiladas nos motivos Ser/Thr-Gln (S/TQ)

por ATM ou ATR ativados e contribuem para uma grande rede de processos celulares

especificamente envolvidos no DDR. Em contraste com ATM que responde

principalmente a DSBs, ATR é ativado por uma gama muito mais ampla de estresses

genotóxicos e, enquanto ATR fosforila muitos dos mesmos substratos que ATM, também

pode ter alvos únicos - particularmente aqueles que funcionam em vias conectadas ao

reparo de forquilhas de replicação como a via da anemia de Fanconi (FA – do inglês

“Fanconi anemia”), por exemplo (Blackford & Jackson, 2017).

Assim sendo, com relação ao reparo de DSBs, há apenas duas vias a seguir e elas se

diferenciam quanto à dependência de homologia. A união de extremidades não homólogas

(NHEJ – do inglês “non-homologous end-joining”), apenas une as extremidades livres,

levando a deleção ou inserção de alguns pares de base, dependendo da compatibilidade

requerida para efetuar a ligação das fitas danificadas. A NHEJ deve se adaptar a

divergências estruturais nas extremidades danificadas e, para isto, requer um motivo

estrutural específico da ligase 4 (LIG4), o qual medeia o alinhamento destas extremidades

(Conlin et al., 2017).

Em contrapartida, a recombinação homóloga (HR – do inglês “homologous

recombination”) é um reparo crítico de DBS, particularmente ativa na fase G1-S do ciclo

celular, em que uma fita simples danificada invade a fita dupla do cromossomo homólogo

ou cromátide irmã (caso esta esteja disponível) a procura de um molde para guiar um

reparo mais confiável do DNA, formando uma estrutura conhecida como D-loop. Neste

processo, a proteína recombinase RAD51 (RAD51 – do inglês “RAD51 Recombinase”)

forma um complexo que se associa a co-fatores adicionais para mediar este reparo, fazendo

com que este seja mais fidedigno (Sinha et al., 2020). No entanto, caso a fita molde

pertença ao cromossomo homólogo, esta ação pode resultar em perda de heterozigosidade,

ou em recombinação homóloga não alélica (NAHR – do inglês “nonallelic homologous

recombination”), no caso da região danificada se assemelhar a qualquer outra que não o

alelo correspondente (Curral et al., 2013).
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SSBs têm uma gama maior de sistemas de reparo disponíveis, são eles: reparo por

excisão de base (BER – do inglês “base excision repair”); reparo de bases mal pareadas

(MMR – do inglês “mismatch repair”); reparo por excisão de nucleotídeos (NER – do

inglês “nucleotide excision repair”) e reparo direto (DR – do inglês “direct repair”).

O BER é a principal via de reparo das bases apurínicas, e de DNA quimicamente

modificadas. Como exemplo, temos a uracila genômica, resultante da incorporação de uma

uracila ao invés de uma timina durante a replicação, originando um pareamento U:A; ou

desaminação da citosina, derivando um pareamento U:G. O reconhecimento destas bases

apurpunicas é alcançado pelas poli (ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1 – do inglês

“poly(ADP-ribose) polymerase 1” ou PARP-2 – do inglês “poly(ADP-ribose) polymerase

2”). As PARP podem desempenhar uma série de funções nos locais de quebra (como de

quebras associadas à topoisomerase), incluindo o recrutamento ou estímulo de outras

enzimas de reparo, modulando a estrutura da cromatina e inibindo a recombinação

indesejada (Caldecott, 2003; Kong et al., 2020). A proteína uracil DNA glicosilase 1

(UNG1 – do inglês “uracil-DNA glycosylase 1”) é responsável pela maior parte da

atividade de excisão de uracila de DNA, preferencialmente no processamento de regiões de

ssDNA (Sarno et al., 2019).

O MMR está normalmente envolvido no reparo de mal-pareamentos entre bases ou

inserções/deleções das mesmas, extrai e corrige as bases danificadas ou o trecho onde elas

se encontram (Bohlander & Kakadia, 2015; Usdin et al., 2015), nesta via a proteína

homóloga de MutS 6 (MSH6 – do inglês “MutS Homolog 6”) está envolvida no reparo de

incompatibilidades de base única e curvas de inserção-deleção (formados a partir do DNA

extra na fita maior). Contudo, MSH6 não é absolutamente necessária para a atividade do

MMR, pois, na falta desta, a proteína homóloga de MutS 3 (MSH3 – do inglês “MutS

Homolog 3”) pode substituir parcialmente a função de reparo (Mahalingam, 2017).

O NER, por sua vez, resolve numerosas lesões de DNA, particularmente

modificações de bases que distorcem a estrutura helicoidal normal do DNA, como os

dímeros de pirimidina, induzidos por UV e H2O2 (Iyama & Wilson, 2013). Há fortes

evidências que uma função de reconhecimento destes danos seja feita pela proteína

Xeroderma Pigmentosum grupo complementar A (XPA – do inglês “Xeroderma

Pigmentosum, complementation group A”) durante as etapas iniciais do NER, e que esta

também tenha uma função estrutural durante as etapas posteriores (Kong et al., 2020).
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Não há muito o que detalhar sobre o DR, apenas que ele retira grupos metil (O-6-

metilguanina) através da proteína O-6-Methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT)

(Curtin, 2012).

As principais proteínas operantes dos sistemas de reparo estão listadas na figura 4. As

proteínas mais pertinentes para esta tese se encontram em negrito e, as não mencionadas

nesta seção, serão ressaltadas nas seções que seguem.

1.3.1. Reparo de DNA e doenças neurodegenerativas

O DNA danificado ou reparado incorretamente pode se tornar oncogênico, ativar vias

pró-apoptóticas ou induzir senescência celular (Jackson & Bartek, 2009; Iyama & Wilson.,

2013). O aumento do acúmulo de DNA danificado nos neurônios é característico do

envelhecimento normal, mas também é uma característica fundamental de muitas doenças

neurodegenerativas, incluindo a doença de Alzheimer, a doença de Parkinson e a HD

(Madabhushi et al., 2015; McLoughlin et al., 2020).

Múltiplas ataxias herdadas são causadas diretamente por mutações nos genes que

codificam as principais proteínas de reparo de danos ao DNA (McLoughlin et al., 2020).

Por exemplo, a ataxia-telangiectasia (AT – do inglês “ataxia-telangiectasia”; OMIM

208900), é uma doença que afeta o SNC e os tecidos periféricos, causada por mutações em

ATM, a qual, como mencionado anteriormente, é responsável pelo reconhecimento das

DSBs, parada do ciclo celular e fosforilação das proteínas necessárias para o reparo de

DNA (Rothblum-Oviatt et al., 2016).

Compartilhando de vários fenótipos neurológicos semelhantes, outra ataxia

autossômica recessiva (AR), conhecida como ataxia com apraxia oculomotora tipo 1

(AOA1 – do inglês “Ataxia-oculomotor apraxia type 1”; OMIM 208920), também é

causada por mutações em um gene de reparo do DNA, a aprataxina (APTX – do inglês

“aprataxin”) (Caldecott, 2003). A proteína aprataxina é responsável por reverter a

adenilação do DNA, a qual, se acumulada, causa degeneração do cerebelo (Tumbale et al.,

2013).

Assim como AOA1, a ataxia com apraxia oculomotora tipo 2 (AOA2 – do inglês

“Ataxia-oculomotor apraxia type 2”; OMIM 606002) é decorrente de mutações em um

gene de reparo. Neste caso o gene em questão se chama senataxina (SETX – do inglês

“senataxin”), o qual codifica uma helicase que atua em uma grande variedade de processos
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biológicos, desde o término da transcrição até a conclusão da meiose e manutenção da

integridade genômica com atividade na resolução de R-loops (Cohen et al., 2018).

Mutações em SEXT também estão relacionadas com o desenvolvimento de uma forma

juvenil de ALS. Demais proteínas vinculadas à ALS são a proteína de ligação de DNA

transativa 43 (TDP-43 – do inglês “transactive DNA-binding protein 43”) e a proteína

fusionada em sarcoma (FUS – do inglês “Fused in sarcoma”), ambas helicases que, assim

como SETX, atuam na resolução de R-loops, dentre uma ampla gama de funções, a

maioria das quais envolve a transcrição e processamento de RNA (Hill et al., 2016) e,

assim como as poliQ, tendem a formar agregados (Birsa et al., 2020).

Outro exemplo concerne a mutação da proteína tirosil-DNA fosfodiesterase 1

(TDP1 – do inglês “tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1”), que repara SSBs criadas pela

topoisomerase tipo 1 (TOP1 – do inglês “topoisomerase I”) e está associada à ataxia

espinocerebelar com neuropatia axonal (SCAN1 – do inglês “Spinocerebellar ataxia with

axonal neuropathy-1”; OMIM 607250). A associação de uma proteína de reparo do DNA

ao SCAN1 é impressionante, pois esta é uma doença caracterizada pela neurodegeneração,

que não possui características extra neurológicas óbvias, como instabilidade genética ou

câncer (Caldecott, 2003).

As topoisomerases podem introduzir SSBs (TOP1) ou DSBs (TOP2) temporárias a

fim de regular o superenrolamento do DNA e são essenciais para a expressão de genes

longos. Isto faz com que elas sejam particularmente importantes no cérebro, onde os genes

expressos são mais longos do que em outros lugares do corpo (King et al., 2013; Massey &

Jones, 2018). As mutações da TOP podem levar a várias condições

neurodesenvolvimentais e neurodegenerativas, destacando a importância da regulação

torcional do DNA na função cerebral (King et al., 2013; McKinnon, 2016).

Há muito tempo que se observa a importância de um reparo preciso e oportuno do

DNA no cerebelo, uma vez que mutações em enzimas, como a aprataxina e a tirosil-DNA

fosfodiesterase 1, levam especificamente à neurodegeneração cerebelar (Ward & La Spada,

2015).
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Figura 4: Vias de reparo de DNA. Ilustração das principais vias de reparo de quebras de fita dupla (DSBs) e simples (SSBs) de DNA.
HR = Recombinação homóloga; NHEJ = União das extremidades homólogas; BER = Reparo por excisão de base; MMR = Reparo de bases
mal emparelhadas; NER = Reparo por excisão de nucleotídeos; DR = Reparo direto. Os tipos de lesão reparados por cara via estão
especificados dentro das caixas correspondentes, bem como as principais proteínas envolvidas no reparo. Siglas usadas estão definidas na
lista de abreviaturas, símbolos e unidades (p.6) Destacadas em negrito estão as proteínas estudadas neste trabalho.
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Muitas das mutações em proteínas de reparo do DNA estão envolvidas na biologia do

câncer, algumas delas inclusive identificadas como a causa da predisposição ao câncer

(Curtin, 2012). Neste cenário, variações de sequências que alterassem a atividade de reparo

do DNA, em geral, fariam com que observássemos um risco maior de suscetibilidade ao

câncer em pacientes com SCA3/MJD. Ao contrário, verificou-se que estes pacientes

apresentam uma menor incidência e morte em decorrência de câncer (Souza et al., 2017).

Portanto, a hipótese relativa ao reparo de DNA aponta para um mecanismo mais restrito,

onde as variações analisadas podem alterar a interação da proteína de reparo com o locus

ATXN3, resultando em diferentes padrões de instabilidade (Martins et al., 2014). Contudo,

uma vez que muitos dos genes que contêm repetições patogênicas de CAG codificam

proteínas que têm papel na DDR, é possível que expansões repetidas prejudiquem vias de

reparo específicas (Massey & Jones, 2018).

1.3.2. Reparo de DNA e SCA3/MJD

Em 2015 um estudo sugeriu que vias de reparos de DNA operariam como um

mecanismo patogênico comum entre poliQs, modulando a idade de início dos sintomas.

Neste trabalho, foi demonstrado um atraso de 2,156 anos na ii do primeiro sintoma de

indivíduos europeus com SCA3/MJD portadores do alelo C na variante rs3512

(Bettencourt et al., 2016). A mesma variante havia sido correlacionada com um atraso de

1,31 anos na ii de sinais motores em pacientes em HD, também com ancestralidade

européia (Genetics Modifiers of Huntington's Disease [GeM-HD] Consortium 2015).

Porém, um terceiro estudo realizado em uma coorte chinesa não encontrou associação

desta variante (Wang et al., 2018). Este fato demonstra disparidades de resultados e valida

a necessidade de confirmação dos resultados em diferentes populações.

A variante rs3512 está localizada em uma região compartilhada por dois genes e é

encontrada na região intrônica da proteína 10 relacionada à miotubularina (MTMR10 – do

inglês “myotubularin-related protein 10”) e na região 3’UTR do gene [endo] nuclease 1

associada à FANC1/FANCD2 (FAN1 – do inglês “Fanconi anemia FANC1/FANCD2-

associated [endo]nuclease 1”) (Bettencourt et al., 2016).

Não se tem conhecimento sobre a ação da proteína 10 relacionada à miotubularina.

Entretanto, espera-se que como outros membros da família relacionados à miotubularina,
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este heterodimerize uma subunidade de fosfatase ativa para atuar nos fosfatos de

fosfatidilinositol (Hnia et al., 2012).

Em contrapartida, sabe-se que FAN1 atua como uma endo/exonuclease de DNA,

recrutada em forquilhas de replicação estagnadas e locais de dano ocasionado pelas

ligações cruzadas entre cadeias de DNA (ICL – do inglês “interstrand crosslink”). Os ICL

são formados naturalmente nas células de duas maneiras: (1) por meio de reações com

produtos químicos endógenos, como o produto de peroxidação lipídica malondialdeído, ou

(2) por meio de reações do grupo aldeído de um sítio abásico com uma base normal na fita

oposta. Várias endonucleases foram propostas para realizar a incisão do ICL, dentre elas,

além de FAN1, encontra-se a subunidade de endonuclease específica da estrutura (SLX1 –

do inglês “structure-specific endonuclease subunit”) (Wilson et al., 2017).

A FAN1 interage com as proteínas dos grupos 1 e 2D (FANCI – do inglês “Fanconi

Anemia complementation group I” e FANCD2 – do inglês “Fanconi Anemia

complementation group D2”) no complexo central da via FA (Lachaud et al., 2016;

Smogorzewska et al., 2010). Até o momento, 22 genes foram identificados pertencentes a

via FA, dentre eles, ressalto o gene do câncer de mama 1 (BRCA-1 – do inglês “breast

cancer 1 gene”) e 2 (BRCA-2 – do inglês “breast cancer 2 gene”), conhecidos nesta via por

FANCS e FANCD1, respectivamente (Milletti et al., 2020).

A diversa atividade de nuclease de FAN1 implica que esta pode participar de vários

eventos diferentes no reparo do DNA, como desengatar ICL, aparar os oligonucleotídeos

soltos e efetuar a incisão em D-loop durante a recombinação homóloga (Jin & Cho, 2017).

Além disso, a via da FA protege a integridade genômica através da resolução de R-loops

(García-Rubio et al., 2015).

É provável que a FAN1 desempenhe um papel fundamental em uma rede de proteínas

da DDR. Os resultados em um trabalho recentemente publicado insinuam ligações de

FAN1 na repetição CAG ou muito perto dela, possivelmente reconhecendo conformações

incomuns formadas por esse tipo de sequência. No mesmo estudo eles ainda observaram

que a inativação da atividade de nuclease de FAN1 não prejudicou sua capacidade de

estabilizar a repetição de CAG, o que é incomum, pois na biologia da FAN1 todas as

funções identificadas até o momento dependem desta atividade de nuclease. Deste modo,

os autores sugerem que uma nova atividade da FAN1 está regulando a estabilidade do

CAG e que, dado o grande tamanho do efeito do nível de proteína encontrado, essas
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alterações são provavelmente devidas a diferenças na expressão de FAN1, em vez de

alteração na função intrínseca da proteína (Goold et al., 2019).

Este dado reforça o papel do polimorfismo rs3512, uma vez que a região 3'UTR

também é caracterizada por estruturas secundárias que desempenham um papel importante

na interação dos mRNAs com as proteínas associadas. Uma perturbação nessas estruturas

devido a uma mudança inerente na sequência altera sua interação com estas proteínas,

influenciando na tradução, localização e estabilidade do mRNA (Chatterjee & Pal, 2009).

Normalmente a FAN1 é altamente expressa no cérebro e, quando esgotada, causa

defeitos no reparo das ICLs e instabilidade do genoma (Goold et al., 2019; MacKay et al.,

2010). O papel de FAN1 na patogênese de poliQs ainda não está bem definido. Contudo,

ele se destaca, entre outros componentes, na via de expansão e/ou a integridade da

sequência CAGexp e é posta como um dos possíveis alvos terapêuticos (Ciosi et al., 2019).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste projeto é relacionar o papel do sistema de reparo de DNA em

poliglutaminopatias, especialmente na SCA3/MJD, e seu eventual efeito na idade de início

da doença.

2.2. Objetivos específicos

Os objetivos específicos deste projeto são:

» Avaliar a estabilidade das repetições CAG em cultura primária de fibroblastos de

paciente com SCA3/MJD antes e após a indução de dano por peróxido de hidrogênio;

» Avaliar o polimorfismo rs3512 em pacientes com SCA3/MJD e sua influência sobre a

idade de início da doença nestes pacientes;

» Avaliar o efeito combinado do polimorfismo rs3512 com o comprimento da repetição

CAG no gene ATXN2 sobre a idade de início da doença em pacientes com SCA3/MJD;

» Avaliar a possível ação de variações de sequência nos genes que codificam as

topoisomerase 1 e 2 sobre a idade de início de pacientes com SCA3/MJD;

» Avaliar o efeito combinado das variações de sequência avaliadas com o tamanho de

ATXN2 sobre a idade de início de pacientes com SCA3/MJD.

» Avaliar o efeito combinado das variações de sequência avaliadas com o tamanho de

ATXN2 e com o polimorfismo rs3512 sobre a idade de início de pacientes com SCA3/MJD.
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3. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho serão apresentados em forma dos artigos científicos cada

um compondo um capítulo conforme estão descritos abaixo:

Capítulo 1 – Artigo: “New insight on somatic mosaicism of CAG length in Spinocerebellar

ataxia type 3/Machado-Joseph Disease”

Capítulo 2 – Artigo: “Variation in DNA Repair System Gene as an Additional Modifier of

Age at Onset in Spinocerebellar Ataxia Type 3/Machado–Joseph Disease”

Capítulo 3 – Artigo: “Evaluating a possible role of sequence variations in genes coding for

topoisomerases on age of onset of SCA3/MJD patients”
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