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Resumo

A ataxia espinocerebelar tipo 2 (SCA2) é causada por uma expansdo em uma
sequéncia repetitiva de codons CAG (CAGexp) no exon 1 do gene ATXN2. O trato
expandido de poliglutaminas estd associado a um ganho de funcdo toxica, expressa
predominantemente em neurdnios. A SCA2 é uma condi¢do neurodegenerativa
autossémica dominante, com inicio, em média, entre os 30 e 0s 40 anos, manifesta-se por
disturbios neuroldgicos progressivos que levam os afetados a cadeira de rodas e a
sobrevida reduzida. Embora propensa a forgas seletivas negativas como a antecipacao, a
freqUéncia da SCA2 parece ser estavel nas popula¢cdes onde foi observada, sugerindo a
existéncia de mecanismos seletivos favoraveis simultaneos. Para averiguar essa hipotese,
0 presente estudo estimou o fitness, a segregacao e o papel da antecipagdo em uma coorte

de familias com diagndéstico molecular de SCA2.

Dados de familias com diagnéstico molecular realizado no Servi¢o de Genética
Médica do Hospital de Clinicas e armazenados em banco de dados de acesso restrito aos
investigadores serviram de base para identificar a populacdo em estudo. Entre 2016 e
2017, sujeitos adultos e pertencentes a essas familias foram convidados a participar desse
estudo. Apds apresentarem seu consentimento informado, esses sujeitos forneceram
dados sobre todos os seus parentes ligados ao ramo familiar onde a SCA2 segregou,
permitindo a construgcdo de heredogramas completos. Os dados de ao menos dois
informantes por familia deveriam ser convergentes para serem estudados. As variaveis
em estudo foram obtidas de todos os sujeitos: data de nascimento, sexo, relacdes de
parentesco, ordem de nascimento, status sintomatico e nimero de filhos. A data de

falecimento e a idade de inicio do primeiro sintoma foram anotadas, quando adequado. O
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fitness genético (ou o sucesso reprodutivo) dos portadores de SCA2 foi considerado igual
a w= W afetados /W ndo afetados, onde W corresponde & mediana do numero de filhos
do grupo. Como o gendétipo ndo estava disponivel para a maioria dos membros das
familias SCA2, o fendtipo foi usado para classificar os sujeitos como afetados ou nédo
afetados. Para reduzir os efeitos de potenciais vieses de memoria e de afericdo, dois
critérios de inclusdo foram utilizados: (1) ser mais velho do que um desvio-padréo acima
da média da idade de inicio dos sintomas do grupo total; e (2) existir a informacéao
completa da histéria reprodutiva tanto o sujeito como do seu genitor transmissor. A
analise de segregacdo comparou o nimero de irmdos afetados com o dos néo afetados;
como critério de inclusdo, novamente todos os irmaos estudados deveriam ser mais velhos

do que um desvio padrdo da média de idade de inicio da coorte completa.

Vinte e uma das trinta e uma familias com diagnéstico de SCA2 foram
recuperadas: os sujeitos de uma familia negaram-se a participar do estudo, enquanto as
demais dez familias foram perdidas do follow-up. Os heredogramas estudados incluiram
1.017 pessoas, 164 das quais sintométicas — e 84 delas ainda vivas. Como a idade de inicio
média foi de 36.6 (14.9) anos, sujeitos afetados e ndo afetados com mais de 52 anos de
idade foram utilizados para estimar padrdes de fitness e segregacdo. Sessenta e sete
sujeitos afetados e 97 sujeitos ndo afetados foram incluidos na analise do fitness e tiveram
a mediana de 3 e 2 filhos respectivamente, o que resultou em um fitness genético igual a
1,5 (p <0,025) . A grande maioria dos filhos de afetados nasceu antes do inicio dos
sintomas desses genitores. Finalmente, o fitness variou de acordo com a idade de inicio
dos sujeitos, tornando-se menor do que o fitness dos sujeitos ndo afetados quando a idade

de inicio dos sintomas era menor ou igual a 20 anos de idade.



Entre os sujeitos incluidos na analise de segregacdo, havia 137 ndo-afetados
(59,6%) e 93 afetados (40,4%) e essa proporcdo foi significativamente diferente da

esperada em uma segregacao randomica de alelos (p = 0,04).

A idade de inicio foi inversamente proporcional ao tamanho do CAGexp em 49
individuos onde a informacdo molecular estava disponivel (rho= -0.708, p< 0.0001,
Spearman); cada repeticdo CAG adicional associou-se a uma reducdo de 1,57 anos na
idade de inicio (p<0.003). A diferenca média entre a idade de inicio dos sujeitos e a de
seus genitores afetados foi de -10.77 anos, ou seja, a idade no inicio das geracdes apontou

para a antecipacdo como um fenémeno bastante frequente.

Portanto, nossos resultados apontaram que trés forcas seletivas podem afetar a
recorréncia da SCA2. A SCA2 teve um fitness genético aumentado nos portadores com
idades de inicio medianas ou tardias. Em contraste, nés observamos uma distor¢do na
segregacédo ou favorecendo os gametas com alelos normais — em mais de 95% das vezes,
portadores de alelos com 22 repeti¢cbes (CAG)22 — ou desfavorecendo os gametas com
alelos expandidos. Nosso resultado, inclusive, sugere que a alta frequéncia do alelo
(CAG)22 nos cromossomos humanos seja explicada por essa vantagem seletiva. Por fim,
nossos dados sugerem que a antecipacao € a ocorréncia mais frequente nas transmissdes
entre afetados na comparacdo entre as idades de inicio nas geracfes subsequentes. Essa
ultima observacdo propde que a transmissdo do CAGexp instavel tende a expandi-lo ainda
mais; isso precisa ser confirmado pela observacdo de irmandades completamente
genotipadas, em futuros estudos. Se ela se confirmar, a tendéncia a antecipagéo devera se
associar a um fitness reduzido nesses afetados. Em conclusédo, deduzimos que embora o
fitness dos afetados com idades de inicio médias seja maior do que a dos néo afetados, a

frequéncia da SCA2 néo esta aumentando na populacéo, pois outras forcas seletivas agem



em sentido contrério (selecdo negativa): a segregacao distorcida e que favorece a

transmissao do alelo normal e a tendéncia a antecipacao.
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Abstract

Spinocerebellar ataxia type 2 (SCAZ2) is caused by an expansion in a repetitive
sequence of CAG codons (CAGexp) in exon 1 of the ATXN2 gene. The expanded
polyglutamine tract is associated with a gain in toxic function, expressed predominantly
in neurons. SCAZ2 is an autosomal dominant neurodegenerative condition, with onset
between 30 and 40 years of age, manifestations due to progressive neurological disorders
that lead to those affected in the wheelchair and reduced survival. Despite being a
community of companies, as an anticipation, a frequency of SCA2, which is a place for
the communities where it was observed, suggesting the existence of simultaneous
favorable selective mechanisms. To ascertain this hypothesis, the present study, fitness
estimate, a segregation and role of anticipation in a cohort of families with molecular

diagnosis of SCA2.

Data from families with molecular diagnoses performed at the Medical Genetics
Service of the Hospital de Clinicas and stored in databases of restricted access to the
researchers served as a basis to identify the population under study. Between 2016 and
2017, adult subjects belonging to these families were invited to participate in this study.
After presenting their informed consent, these subjects provided data on all their relatives
related to the family branch where the SCA2 segregated, allowing the construction of
complete heredograms. Data from at least two informants per family should be
convergent to be studied. The study variables were obtained from all subjects: date of
birth, gender, relationship, birth order, symptomatic status and number of children. The
date of death and the age of onset of the first symptom were noted where appropriate. The
genetic fitness (or reproductive success) of patients with SCA2 was considered equal to

w =W affected / W unaffected, where W was the median number of children in the group.
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As the genotype was not available for most members of the SCA2 families, the phenotype
was used to classify the subjects as affected or unaffected. To reduce the effects of
potential memory and bias biases, two inclusion criteria were used: (1) to be older than a
standard deviation above the mean age of symptom onset of the total group; and (2) there
is complete information on the reproductive history of both the subject and the
transmitting parent. The segregation analysis compared the number of siblings affected
with that of the unaffected; as inclusion criterion, again all siblings studied should be

older than a standard deviation from the mean age of complete cohort start age.

Twenty-one of the 31 families diagnosed with SCA2 were recovered: subjects
from one family refused to participate in the study, while the remaining 9 families were
lost from follow-up. The heredograms studied included 1,017 people, 164 of whom were
symptomatic - and 84 of them were still alive. As the mean age at onset was 36.6 (14.9)
years, affected and unaffected subjects over 52 years of age were used to estimate fitness
and segregation patterns. Sixty-seven affected subjects and 97 unaffected subjects were
included in the fitness analysis and had a median of 3 and 2 children respectively, which
resulted in a genetic fitness equal to 1.5 (p <0.025). The vast majority of affected children
were born before the onset of symptoms of these parents. Finally, the fitness varied
according to the age of onset of subjects, becoming smaller than the fitness of the
unaffected subjects when the age of onset of symptoms was less than or equal to 20 years

of age.

Among the subjects included in the segregation analysis, there were 137
unaffected (59.6%) and 93 affected (40.4%), and this proportion was significantly

different from that expected in a random segregation of alleles (p = 0.04 ).

The age of onset was inversely proportional to the size of CAGexp in 49

individuals where molecular information was available (rho = -0.708, p <0.0001,
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Spearman); each additional CAG repeat was associated with a reduction of 1.57 years at
the onset age (p <0.003). The mean difference between the age of onset of the subjects
and that of their affected parents was -10.77 years: that is, the age at the beginning of the

generations pointed to the anticipation as a frequent phenomenon.

Therefore, our results indicated that three selective forces may affect the
recurrence of SCA2. SCA2 had an increased genetic fitness in patients with median or
late onset ages. In contrast, we observed a distortion in segregation or favoring gametes
with normal alleles - more than 95% of the time, with alleles with 22 replicates (CAG)
22 - or disfavoring the gametes with expanded alleles. Our result even suggests that high
frequency of the allele (CAG) 22 on human chromosomes is explained by this selective
advantage. Finally, our data suggest that anticipation is the most frequent occurrence in
transmissions between affected, in the comparison between the ages of onset in
subsequent generations. This last observation proposes that the transmission of unstable
CAGexp tends to expand it further; this needs to be confirmed by the observation of
completely genotyped brotherhoods in future studies. If it is confirmed, the tendency to
anticipate should be associated with a reduced fitness in this affected. In conclusion,
although the fitness of the affected individuals with the mean onset ages is increased, the
frequency of ACS2 is not increasing in the population because other selective forces act
in the opposite direction (negative selection): distorted segregation and favors the

transmission of the allele normal and the tendency to anticipate.
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3. Introdugéo

3.1 Ataxia espinocerebelar tipo 2

A ataxia espinocerebelar tipo 2 (SCA 2) é uma das condicGes autossémicas
dominantes e neurodegenerativas causadas por expansdes de sequéncias repetitivas CAG
(CAGexp) traduzidas em tratos de poliglutamina (poliQ), dessa vez na matriz de leitura
do gene ATXN2, no cromossomo 12q23-24.1 (Imbert et al 1996; Pulst et al 1996). Os
alelos normais apresentam 12 a 31 repeticOes e os alelos mutantes apresentam 34 a 59. A
faixa de 32 a 33 repeticbes é considerada uma zona de overlap ou de incerteza. A
SCAZ2 parece ser a segunda ataxia espinocerebelar autossomica dominante (SCA) mais
prevalente no mundo, sendo apenas ultrapassada pela Doenca de Machado Joseph

(DMJ/SCAZ3) (Schdls et al 2004; Sequeiros et al 2012).

Portugal Paises Balxos Alemanha Naka

Raras (<1%) 7
SCA10
SCA12
SCA17
SCA14
DRPLA, FGF14

Desconhecidas

Figura 1: Prevaléncia das ataxias espinocercbelares em diferentes paises ¢ um panorama mundial.

(modificada de www.geneclinics.org, 2007a)
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Proporgdes semelhantes foram observadas nas populagfes brasileiras (de
Castilhos et al 2014). Ademais, a Rede Neurogenética (www.redeneurogenetica.ufrgs.br)

diagnosticou a SCA2 em pelo menos 83 pessoas (48 familias).

A idade de inicio dos primeiros sintomas percebidos pelos doentes é, em média,
entre 33 e 38 anos. O sintoma inicial mais comum € a ataxia de marcha (97%), seguido
pela disartria (3%). No entanto, muitas outras manifestacbes neurolégicas podem ser
encontradas (Velazquez-Pérez et al 2011; Monte et al 2017). Podem aparecer lentidao
dos movimentos sacédicos, hiporreflexia, tremor postural e mioclonia. Existem relatos de
manifestacdes clinicas em criancas e jovens. Nesse caso, 0 nimero de repeti¢cdes do CAG

era bastante elevado, entre 130 e em alguns casos mais de 200. (Mao at al 2002).

O ATXN2 produz a proteina ataxina-2, quando mutada (CAGexp), a ataxina-2
apresenta uma poliQ expandida que, por sua vez, estd associada a um ganho de fungéo

toxica e a neurodegeneracao.

Ha& uma forte correlacdo entre o tamanho do CAGexp e a idade de inicio. Tal
como em outras doencas de poliQs, a transmissdo paterna esta associada as maiores
instabilidades meidticas e as mais nitidas antecipacdes. Isso significa que existe uma
tendéncia, com o passar do tempo, de que os novos portadores da doencga, em especial,
filhos e filhas de homens portadores, manifestem sintomas mais precocemente do que

em seus pais.
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Idade de inicio

Adulto
Infancia
Ave — Pai —*> Neto
Manifestacoes
Severa
Moderada
Leve

Avo —> Pai = Neto
Figura 2: Fendmeno da antecipacdo. caracteristica de algumas doencas genéticas, onde as

sucessivas geracoes tendem a apresentar os sintomas precocemente ¢/ou de maneira mais severa.

(modificada de www.geneclinics.org, 2007b)

Até onde sabemos, a maior expansao ja descrita foi a de um alelo de 202 CAGs,
presente em um bebé que apresentava apnéia, hipotonia e disfagia e transmitido pelo pai,
sintomatico desde os 22 anos, e que tinha um alelo de 43 repeti¢des (Babovic-Vuksanovic
et al 1998). O inicio na infancia tem sido algumas vezes descrito; entre n6s, um portador
de 67 repeticbes no CAGexp iniciou seus sintomas aos 3 anos (Pereira et al 2015). Seria
intuitivo pensar que o fendmeno da antecipacdo estaria ligado a reducdo do pool de
CAGexp no ATXN2 na populacdo, ja que nas geracdes subsequentes a doencga ocorreria

em idade progressivamente menor, com eventual suspensao de sua descendéncia.

Além do sistema nervoso central, outros tecidos contém a ataxina-2 expressa. No
entanto, efeitos da poliQ em outros sistemas ainda séo desconhecidos. Para o foco do
presente estudo, cabe mencionar que 0 ATXN2 é expresso em tecidos reprodutivos como

testiculo epididimo, placenta, Utero, prostata.(The Human Atlas Protein)
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3.2 Selecéo natural e adaptabilidade darwiniana

Todos 0s organismos vivos estdo constantemente sob forte influéncia da selegdo
natural. Essa é a principal forca motriz que durante bilhdes de anos vem forjando a
complexidade e a beleza de todas as formas de vidas existentes em nosso planeta.
Durante milhares de anos se acreditou que as extraordinérias estratégias de
sobrevivéncia dos organismos vivos s6 poderiam ser explicadas sob um prisma de um
criador que projetou cada forma de vida individualmente lhe dando mecanismos
elegantes para sobreviver ao ambiente. Porém, a compreenséo sobre a origem da vida e
das especies mudou radicalmente a partir da Teoria da Evolugdo proposta por Charles

Darwin e de forma simultanea por Alfred Russel Wallace.

A Teoria da Evolucdo passou por importantes reformulacBes sob avanco da
genética contribuindo com elementos que estavam inacessiveis a Darwin. Esse processo
ficou conhecido como a sintese moderna ou neodarwinismo (Dawkins 1986). J& a
compreensdo da Biologia Molecular possibilitou um olhar mais acurado dos mecanismos
de selecdo natural e herdabilidade e evolucdo. Esses novos elementos, em nenhum
momento, reduzem o éxito da formulacdo original de Darwin. Pelo contrério, reafirmam

sua genialidade que, mesmo sem recursos cientificos robustos, elaborou a espinha dorsal

teoria que unificou as ciéncias naturais, até entdo vistas como uma grande colcha de
retalhos. Como afirmou o bidlogo Theodosius Dobzhansky (1964):"Nada na Biologia

Faz Sentido Exceto a Luz da Evolucéo".

Um dos elementos centrais da teoria da evolugao esta relacionado com o conceito

de adaptabilidade darwiniana, que consiste na capacidade de um ser vivo sobreviver e

se reproduzir. Nesse sentido, ela (a adaptabilidade) considera tanto a viabilidade de o

organismo sobreviver como a sua capacidade de se reproduzir. Em ultima instancia
significa que se o individuo tiver uma extraordinaria capacidade de se adaptar ao meio,

17
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mas for incapaz de se reproduzir, ou ainda, por algum fator ndo conseguir deixar

descendentes ele sera considerado, do ponto de vista evolutivo, um organismo nao

adaptado

Do ponto de vista da genética de populacdes existe um conceito denominado

adaptabilidade absoluta simbolizado pela letra W. De forma simplificada ela expressa a

quantidade de descendentes que 0 organismo consegue deixar, ou seja, Se um organismo
tiver um descendente ele tera a W=1, mas se tiver dois descendentes tera W=2 e assim
sucessivamente. No caso do individuo sem prole ele terd W=0, pois mesmo que ele
apresente um fenotipo que Ihe garanta um certo sucesso de sobrevivéncia 0s genes

envolvidos nessas caracteristicas nao serdo transmitidos. Ja o conceito de adaptabilidade

relativa w mensura a adaptabilidade de um individuo em relacdo a outro e, em geral, com

0 organismo com a W maior. Por exemplo, suponhamos que em uma populagédo um
organismo com maior fecundidade deixe em média 10 descendentes durante sua vida,

nesse caso ele tera W=10. Caso tenha outro organismo com uma fecundidade menor,
suponhamos W=8, esse tera sua adaptabilidade relativa w 0,8. Esse nimero surge da
razao organismo com a maior w e 0 organismo que estamos analisando (Griffiths A.at all

2010)

Isso possibilita estimar qual é a dindmica de um alelo ou conjunto de alelos. Se
sua dinamica é ser eliminado de uma dada populacdo ou ruma para fixacdo em um periodo
de tempo. Um organismo que ndo consegue se reproduzir ou que morre precocemente
em relagcdo aos demais de suaespécie (baixa capacidade de sobreviver) terd seus genes
excluidos do pool genético pois tera um w muito baixo. J& um organismo que apresenta

um w elevado ird deixar mais descendentes e os alelos envolvidos nesse processo,
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responsaveis pela vantagem adaptativa, aumentardo sua frequéncia no conjunto da

populagéo e apresentardo a dindmica de serem fixados.

Uma primeira impressao sobre as relac6es entre sobrevida e descendéncia poderia
supor que quanto mais um organismo vive, maiores seriam suas possibilidades de deixar
descendentes durante seu periodo reprodutivo. Isso parece ser 6bvio e na natureza vemos
inimeros exemplos onde a reducdo na expectativa de vida ird apresentar de forma direta
uma reducdo na fertilidade; afinal, individuos mortos ndo se reproduzem. Porém, a
natureza apresenta aspectos aparentemente contraditorios e viver mais ndo € sinénimo de
se reproduzir mais. A associacao entre os dois aspectos € comum, mas ndo se trata de uma
lei. Ao contrario, ha muitos exemplos onde o sucesso reprodutivo esta diretamente

relacionado com uma reducéo da sobrevida.

Um dos exemplos mais marcantes entre sucesso reprodutivo e reducdo na
sobrevida é encontrado entre algumas espécies de Louva Deus. Essas apresentam
dimorfismo sexual, representado principalmente pelo menor tamanho do macho, que apds
a copula apresenta grande probabilidade de ser devorado pela fémea (Fea at all 2013).
Assim, os individuos que por algumas caracteristicas ndo conseguem se reproduzir
apresentardo uma tendéncia a sobreviver por mais tempo do que aqueles que tiveram

sucesso reprodutivo, pois estes correram o risco eminente de serem devorados.

Por isso, ao se analisar determinados fendtipos, - sob a 6tica do senso comum- que
apresentam forte impacto negativo na expectativa de vida, chegariamos a conclusdo que
esses alelos seriam eliminados com o passar do tempo, por reduzir um dos elementos da
adaptabilidade darwiniana: a capacidade de sobreviver. Porém, como vimos no exemplo
do louva deus, maior tempo de sobrevivéncia nao necessariamente significa maior aptidao

reprodutiva.
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Portanto, alguns fendtipos que dificultam a sobrevivéncia poderiam
permanecer em uma populacdo através de mecanismos compensatdrios. A reducgdo na
frequéncia de um alelo, devida as desvantagens fenotipicas em uma determinada fase do
organismo, poderia ser compensada, no pool populacional por diversos mecanismos
como o aparecimento de mutagdes de novo, por efeito do acaso (deriva) ou por migragoes

(efeitos fundadores). No entanto, um dos mecanismos mais interessantes a se averiguar

consiste no pleiotropia antagonista . O
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3.3 Pleiotropia antagonista.

Um alelo pode conferir desvantagem em uma fase da vida ou a um certo grupo
celular de um organismo e, a0 mesmo tempo, vantagens para a adaptabilidade em outra
fase da vida ou a outro grupo celular do organismo. Esse fendbmeno € conhecido como

pleiotropia antagonista. Uma determinada variante pode atuar como causadora de uma

doenca, mas também ser um efeito protetor contra outra; ou aumentar a fertilidade de um
fenotipo patoldgico; ou ser vantajosa em algum momento da vida e desvantajosa em outro
momento. Esse conceito foi desenvolvido pelo bidlogo evolutivo, George C. Williams

(Willian 1957) e foi identificado em inimeros fenbmenos que ocorrem na natureza.

Em seres humanos, uma série de caracteristicas foram propostas como
provavelmente associadas a pleiotropia antagonista. Por exemplo, j& foi proposto que
portadores (heterozigotos) da doencas Tay Sachs poderiam apresentar maior resisténcia
a tuberculose (Diamond J. 1988). O alelo APOE4 esté associado a doencas coronarianas
e principalmente a doenca de Alzheimer, mas também confere uma resposta imunoldgica
mais potente e um aumento na fertilidade aos seus portadores (van Exel 2017). Portadores
sintométicos da ataxia espinocerebelar tipo 3, também conhecida como doenca de
Machado-Joseph (SCA3/MJD), uma outra condicdo associada a presenca de uma poliQ
expandida, tém fitness aumentado, de acordo com evidéncias obtidas de um

estudo realizado no ambito deste PPG (Prestes et al 2008).

21



3.4 Fitness

O fitness de um fen6tipo é uma medida simples de sucesso reprodutivo, onde
aqueles que sobrevivem e produzem maior nimero de prole capaz de se reproduzir

garantem a manutencgédo do pool génico da sua populacdo (Stine, 1989). Em 1997, Vogel
e Motulsky definiram o fitness de um gendtipo como a performance reprodutiva de um

certo gendtipo, ou seja, a eficiéncia em produzir descendéncia

A maior parte das doencas dominantes reduz as taxas médias de reproducéo dos
seus portadores. Isso acontece porque a mutacdo modifica o fendtipo do portador,
reduzindo ou impedindo a sua reproducao — seja por impedi-la fisicamente, por reduzir a
sobrevida do portador ou por torna-lo sexualmente menos interessante para 0S Seus
parceiros. Em todo o caso, o portador de uma doenca dominante que o afete de alguma
dessas maneiras terd menos filhos do que o esperado. Haverda, portanto, uma perda da
carga genética populacional (desse particular genétipo) em cada geragdo sucessiva, em
uma propor¢éo que dependerd da desvantagem seletiva dos envolvidos. Havera uma

desvantagem seletiva dos mesmaos.
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3.5 A possibilidade do aumento do fitness nas doengas por poliQ

Em 1996, Frontali e colaboradores usaram uma abordagem epidemioldgica para
analisar familias europeias com doenca de Huntington (HD) ou com ataxia
espinocerebelar tipo 1 (SCA1). Ambas sdo condi¢Ges autossomicas dominantes devido
as poliQ expandidas, de inicio na vida adulta. Enquanto a HD se manifesta pela
associacdao de hipercinesias com um quadro psiquiatrico demencial, a SCA1 é uma
condigdo muito semelhante & SCA2 também na clinica, além de compartilhar
caracteristicas semelhantes no mecanismo de heranca e na fisiopatologia. Esses autores
encontraram um aumento da fecundidade entre portadores de ambas as condig¢des. O
fitness aumentado foi detectado entre os portadores de HD e de SCAI, especialmente se
nascidos em geracOes afastadas (no inicio do século XX) ou nos portadores de CAGexp
relativamente intermedidrias para cada condi¢do, na faixa das 37-49 e das 47-54 CAGexp,
respectivamente. A reproducdo dos portadores de grandes expansOes pareceu, ao
contrario, estar bastante reduzida. Os autores propuseram um modelo de fitness
diferencial, de acordo com a gravidade da CAGexp nas duas condi¢des. O modelo
prediria que a frequéncia de alelos CAGexp com expansdes ndo muito grandes tenderia
a se elevar nas geragdes subsequentes por conta de um fitness aumentado dos seus
portadores e que a frequéncia das grandes expansdes s6 se manteria por conta de

instabilidades e ndo de transmissdes diretas — pois seus portadores teriam um fitness

reduzido.

Em 2008, usando novamente uma abordagem epidemioldgica, Prestes e
colaboradores levantaram evidéncias bastante fortes de que a SCA3/MJD, outra doenca
neurodegenerativa por poliQ, teria um fitness aumentado. O estudo foi feito na populacéo

SCA3/MJD do Rio Grande do Sul, uma populagdo notavel em sua dimenséo e devida a

um efeito fundador agoriano (Souza et al 2015). Prestes et al descreveram que o0 nimero
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médio de filhos das mulheres da populacéo do RS e das mulheres com SCA3/MJD, em
2000, foi 1,90 e 2,93 + 2,3 (p<0,001). Se o fitness da populacgdo for considerado 1, o da
SCA3/MJD foi de 1,54.

A fecundidade ou o fitness genético da SCA2 ainda ndo parecem ter sido
estudados. Uma busca no Pubmed associando os termos “SCA2” e fertilidade localizou
um estudo que descreveu os efeitos do knock-out da ataxina-2 em um camundongo
transgénico, delineado para investigar as fun¢Ges da proteina (Lastres-Becker et al 2008).
Os animais homozigotos apresentavam fertilidade reduzida, aparentemente mediada por

uma reducdo da expressédo dos receptores da insulina.

Assim, existem evidéncias em favor de um aumento do fitness em trés condicbes

poliQ, ao menos em portadores dentro de uma certa faixa de CAGexp: a HD, aSCAle a

SCA3/MJD. O mecanismo que media a vantagem na fecundidade associada a presenga
de poliQs ainda é especulativo. Em todo o caso, o aumento da fecundidade nessas

condicdes seria mais um bom exemplo de pleiotropia antagonista.

Em todas essas condicGes, os sintomas dos portadores sdo progressivos, iniciando-
se entre 0s 10 e os 70 anos — em média, entre os 30-40 anos. As expectativas de vida
reduzem-se significativamente (Kieling et al 2007). Na medida em que as geracdes se
sucedem, o inicio dos sintomas vai se tornando mais precoce na vida. No entanto, somente
em individuos onde a doenca comeca na infancia ou na adolescéncia, o fitness ficaria
prejudicado, levando a uma forte selecdo negativa. Com a tendéncia do inicio cada vez
mais precoce da doenga, fruto da expansdo da repeticdo CAG, e por se tratar de uma
doenga dominante, ou seja, os portadores da mutacdo irdo manifestar a doenga, seria

correto perguntar: porque esses genes expandidos ndo sdo deletados na populacdo por
selecdo natural?
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Existem elementos concretos que fazem com que esses individuos apresentem
uma reducdo na taxa de sobrevida, ou seja, a selecdo natural “atua” para excluir esses
alelos e seria uma questdo de tempo para que a selecdo natural eliminasse 0 CAG
expandido. Porém, o que é possivel se observar, de forma empirica, é que a populacdo de
portadores de ambas doencas ndo apresenta tendéncia de queda; quicd apresente o

contrario (de Araujo 2016).

Ao que tudo indica, uma possivel explicacdo para a manutencao desses alelos na
populacio é a existéncia de fatores que produziriam alguma selecdo positiva. E possivel
que portadores de poliQs ndo tdo extensas, com idade de inicio dentro da média, tenham

algum tipo de vantagem para manter no pool genético os genes mutantes.
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4. Objetivos

Principal

-Verificar se 0 “fitness” genético estd aumentado em familias brasileiras com

SCA2

-Verificar se existe distor¢do na segregacdo do alelo expandido em relacéo ao ndo

expandido

-Analisar o impacto da antecipacdo na reducao do Fitness.

Secundarios

- Comparar o numero médio de filhos dos afetados com os dos ndo afetados, em
sujeitos mais velhos do que um desvio padrdo da idade de inicio, dentro das familias.
Relacionar o sexo dos portadores, a idade de inicio da doenca e a CAGexp com o

ndmero de filhos.

-Verificar se o género do genitor afetado ou do préprio individuo tem impacto na

distorcao da segregacao.

-Estabelecer a influéncia da antecipagdo com o passar das geracdes e correlacionar

com o numero de filhos.
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5. Artigo

Artigo cientifico a ser submetido a Clinical Genetics.
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Abstract

Spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2) is caused by unstable expanded CAG repeat
tract (CAGexp) at ATXN2. Although prone to selective forces such as anticipation,
SCA2 frequency seems to be stable in populations. Our aim was to estimate fitness,
segregation patterns, and the role of anticipation in SCA2. Adult subjects from families
with molecular diagnosis provided data about all his/her relatives. Affected and
unaffected sibs older than 52 years-old were used to estimate fitness and segregation
patterns. Twenty

SCAZ2 families were studied, including 1,017 individuals (164 affected), born from 1840
to 2012. Among the 164 subjects included in the fitness analysis, the median number of

children of the non-carriers and carriers were 2 and 3 (p<0.025), respectively Therefore,
fitness of carriers was 1.5. Among subjects included in the segregation analysis, there
were 137 non-carriers (59.6%) and 93 carriers (40.4%) (p=0.04). Age at onset across
generations pointed to anticipation as a frequent phenomenon. We raised evidence in
favor of increased fitness related to the carrier state at ATXNZ2, and segregation distortion

favoring the normal alleles. Since most of the normal alleles analysed carried 22 repeats,
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we propose that this can be related to the high frequency this allele in human

chromosomes.

Key words

anticipation; CAG repeats; genetic fitness; polyglutamine tract; segregation

distortion; SCA2; spinocerebellar ataxia type 2; unstable transmission.

1. Introduction

Spinocerebellar ataxia type 2 (SCAZ2) is an autosomal dominant cerebellar ataxia
caused by an unstable expansion of a CAG repeat tract (CAGexp) at the ataxin-2 gene,
ATXN2 (1). Normal ATXN2 CAG tracts range from 12 to 31 repeats. However
frequency of alleles carrying 22 CAG repeats range from 75-90% in several populations
(2,3,4). Ataxic phenotype occurs when the polymorphic tract is longer than 33 CAG
repeats, and cases with 32-33 repeats fall in the gray zone for penetrance. The CAG
expansion introduces an abnormally large polyglutamine (polyQ) in the protein, giving

rise to toxic effects that lead to neuronal function and survival (5).

Very disabling, SCA2 is associated to a progressive cerebellar syndrome starting
at 33-38 years of age, on average. As observed in other polyQ diseases, a strong negative
correlation was observed between age at onset (AO) and length of CAGexp (6). The
expansion is unstable upon cellular divisions, and offsprings might carry shorter or longer
expansions than CAGexp of the transmitting parent. Therefore, the disease might start at
a later or earlier age than in the parent. Although rare, very late onset (1) and even lack
of family history (7) have been reported in subjects carrying short expanded alleles:
contractions can be behind those cases. Anticipation has been much more frequently
observed, with several reports of carriers starting the disease during childhood (8, 9,10).
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Although a recent analysis stated that male and female transmissions were related to
average increases of 4.8+5 and 1.6 = 2.0 CAG repeats in the offspring (9), sibships were
not completely genotyped in the same report, and lack of information about asymptomatic

children might have biased these data.

The overall impact of the intergenerational instability of the CAGexp transmission
remains unknown. If further CAGexp expansions upon transmissions are really so
frequent, a reduction in SCA2 frequency in populations would be expected, since severe
anticipations would be associated to increased neurological deficits as well as to reduced
fertility. However, there is no evidence pointing to a decline in SCA2 frequency. In
contrast to this negative selection force, positive selective forces might be operating in
SCAZ2 transmission simultaneously, as reported previously in other polyQ disorders, such
as Huntington disease, spinocerebellar ataxia type 1, and spinocerebellar ataxia type
3/Machado-Joseph disease (12,13,14,15). Positive selective forces would counterbalance
negative forces, maybe keeping expanded alleles in the genetic pool. In order to
contribute with the understanding of these forces, our aim was to evaluate the genetic
fitness — or the reproductive success — , the segregation patterns, and the anticipation

phenomena in SCA2.

2.Methods

Adult subjects belonging to Brazilian families with molecular diagnosis of SCA2
performed in our Institution were invited to participate in the present survey, which was
carried out from July, 2016 to July, 2017. Informants provided data about all his/her
relatives, allowing the build out of complete family trees . Variables under study were

investigated from all relatives belonging to the included families: date-of-birth, date-of-
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death, gender, kinship relationships, order of birth, symptomatic status, and number of

children. Age at onset of first symptom was obtained from the symptomatic subjects.

The genetic fitness (or the reproductive success) of SCA2 carriers was considered

to be w = w affected
w unaffectted

Since the genotype was not available in the majority of family members under study,
the phenotype was used to classify the relatives as affected or unaffected subjects.

In order to reduce the impact of potential ascertainment and memory bias, two
inclusion criteria were considered for fitness analysis: (1) only subjects older than at least
one standard deviation from the mean AO obtained in the entire cohort were considered,;
(2) the reproductive history of the individual included and of his/her affected parent
should be entirely known.

Segregation analysis compared the number of affected with that of unaffected sibs,

children of one affected parent. Again, all sibs should be older than at least one standard

deviation from the mean AO of the entire cohort.

Group characteristics were compared with Mann-Whitney U or chi-square test,

and a p<0.05 was chosen to support assumptions made.

The study protocol was approved by the ethical committee of our institution
(registered as CAAE: 56652416.2.0000.5327 at the Brazilian National platform,

Plataforma Brasil). All patients gave informed consent to participate in the study.
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3. Results

Thirty one Brazilian families received a molecular diagnosis of SCA2 from our
Institution since 2001, and 21 agreed to participate in this study. One family declined to
participate, and 9 were lost. Data from 1,017 relatives were retrieved: 164 were
symptomatic subjects, 84 of them still alive. Molecular analyses were available for 50
individuals, reported elsewhere (16). Normal and expanded alleles showed an
averagexSD (range) of 23£3 (22-33) and 40+4 (34-53) CAG repeats. The (CAG)22 allele
corresponded to 78% of normal alleles. Since the mean (SD) age at onset of all 164
symptomatic individuals was 36.6(14.9) years of age, fitness and segregation analyses
included only subjects older than 52 years of age at the time of the survey - or born before
1964. Symptomatic subjects were considered affected, while the remaining ones were

considered unaffected.

Sixty-seven affected and 97 unaffected subjects were included in the fitness
analysis. Their median number of children were 3 and 2, respectively (p<0.025, Mann-
Whitney U test). SCA2 fitness was therefore estimated as w=32=1.5 (Figure 1A). The
number of children of affected individuals showed an inverse correlation proportionally
to age of onset of symptoms (rho = 0.49, p <0.001, Spearman) (Figure 1B). Fitness
changed according to AO of the affected subject, turning lower than healthy sibs in

subjects with AO earlier than 20 years.
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Figure 1A
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Figure 1A - Genetic fitness among SCA2 carriers. (A) Number of children of affected versus

unaffected subjects from SCA2 families were 3 and 2, black line in the graph (p = 0.025, Mann-

Whitney U test)
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Figure 1B
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Figure-1B Correlation between age at onset of symptoms and number of children in all
symptomatic carriers included in the present study (rho=0.49 <0.001, Spearman).

The mean age of the affected parents at birth of their children was 31.3 (9.1) years
for men and 28.8 (8.8) years for women (p=0.66, Mann-Whitney U test), while AO were
37.07(15.7) SD and 35.93 (13.55) SD for affected fathers and mothers (p=0.79, Mann-
Whitney U test ), respectively. Great majority of affected children (92%) were born before

onset of symptoms (Supplemental Figure 1).

Two hundred and thirty sibs, children of a symptomatic subject, were included in
the analysis of segregation: 93 (40.4%) were affected while the remaining 137 (59.6%)
were unaffected subjects (chi-square=4.2476, p=0.04). The effect of gender was explored

and significant distortion was achieved among daughters (female offspring); however,
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the number of affected sibs was always higher than 50%, and sample size might have

limited the power of the other gender comparisons (Table 1).

Table 1
Affected Unaffec Chi-
Total | subjects ted square
subject ™
S
All informative sibs 230 |93 (40.4%) | 137 4.2476,
(59.6%) p=0.004
Stratified according to | Children of 117 | 47(40.2%) | 70(59.8%) |2-9096
the gender of the affected p=0.011
parent fathers
Children of 113 | 45(39.8%) | 68(60.2%) | >-038
affected p=0.025
mothers
Stratified according to | Sons of 125 | 58(46.4%) 67(53.6) | 5.6973
the gender of both affected p=0.032
parent andchild parents
Daughters of 105 | 37 (35.3%) | 68 9.152
affected (64.7%) p=0.002
parents

The AO was inversely related to CAGexp obtained from 49 subjects (rho=-0.708,

p< 0.0001, Spearman); each additional CAG repeat was associated to a reduction of 1.57
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years on AO (p<0.003). AO was also inversely related to date of birth obtained from all
67 symptomatic subjects older than 52 years of age (rho=-0.382, p<0.002, Spearman)

(Figure 2). The average difference between AO of children and parent (deltaAO) was -

10.77.79.

Figure 2
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Figure 2 - Correlation between the year of birth and age of onset of symptoms

(rho=-0.382, p<0.002, Spearman).
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4. Discussion

Three selective forces potentially affecting SCA2 recurrence on next generations
were studied through phenotype analysis. SCA2 was associated to an increase in
reproductive success (fitness) for those carriers with average age of onset. In contrast, we
observed a segregation distortion unfavoring gametes carrying the expanded allele or
favoring gametes carrying the normal s alleles. Finally, our data suggest that symptoms
tended to start earlier than in former generations. If this last result is confirmed, the
tendency for further anticipation would be associated to a reduced fitness in next
generations. Although the increased fitness observed in the overall SCA2 population
would contribute for an increase in its frequency, the other two forces - segregation
distortion and anticipation - would work in the opposite direction, and it would tend to

eliminate expanded alleles from the population.

Other polyQ diseases, such as HD, SCA1 and SCA3/MJD, have been associated
to an increased fitness when compared carriers to non-carriers, featuring fitness of 1.25,
1.47, and 1.53, respectively (12,13). The effect was limited to carriers with average AO.
Since polyQ diseases tend to be related to anticipation phenomena, the increasing number
of children would be limited in subsequent generations, when the transmitted CAGexp
would be too large, and the clinical picture associated would be more severe. It remains
unclear the reason that polyQ proteins like huntingtin, ataxin-1, ataxin-3 and now ataxin-
2 are related to increased fertility. Ataxin-2, for instance, is highly expressed in testes,
ovaries, and other reproductive structures and tissues (16). Whatever the mechanism, the
large fitness of polyQ diseases is a factor that contributes to the maintenance of these

phenotypes/genotypes in the population.

The segregation distortion unfavoring the transmission of ATXN2 with a CAGexp

would produce a negative selection, operating against SCA2 recurrence. This result was
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in contrast to positive results obtained for SCA3/MJD (14) and, indeed, might have
suffered from ascertainment mistakes in the present survey, based on the phenotype after
52 years of age. Leaving the possibility of a type | error aside, some considerations can
be done. First, the distribution of normal CAG alleles at ATXN2 and ATXN3 are quite
different in normal populations. There is large evidence showing that the ATXNZ2 allele
with 22 repeats was/is strongly selected in humans (18,19,20). The allele with 22 CAG
repeats is so frequent that would prevent a study on ATXNZ2 segregation in normal
populations. Based on that, we speculate that segregation distortion, if present, would be
more probably related to an advantage of the (CAG)22 allele rather than to a disadvantage
of the expanded alleles. Our data suggest that the advantage associated to the normal
allele, more probably the (CAG)22 , is related to reproductive factors, mostly when this

allele is transmitted to female offspring.

Anticipation is a phenomenon related to unstable transmissions of trinucleotide
repeats, usually towards further expansions (21). In order to completely establish the
frequency of unstable transmissions, evidence should be raised from studies that genotype
all children of affected parents. This data was not available up to date. If CAG expansions
are really so frequent as most reports suggest, recurrent anticipations would tend to reduce

fertility towards zero.

We are aware that our study has some limitations. Our analyses were based on
phenotypes due to the lack of total genotype information. This first issue was overcome
by limiting the inclusion criteria to subjects older than 52 years of age. We are also aware
that some sibs classified as unaffected could be in fact non-penetrant or very late onset
SCAZ2 carriers. The chance of a type Il error to occur in fitness analysis - i.e., to falsely
infer the absence of an increased SCA2 fitness due to inclusion of carriers among the

group of unaffected subjects - was reduced, although not completely avoided. Even at the
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risk, we were able to show an increased SCAZ2 fitness; i.e., the results surpassed the risk
of error. In contrast, results on segregation analysis could still be prone to a type | error,

and therefore waits to be clarified by subsequent observations.

In conclusion, substantial evidence towards selective forces operating in SCA2
recurrence was raised by this study. Carriers of CAGexp at ATXN2 had increased fitness,
until early onset pictures, probably related to large expansions, supervened. Moreover,
we suggested a potential mechanism for the selection of the (CAG)22 allele in humans:
segregation distortion and, therefore, reproductive advantage of the gamete carrying this
normal allele. Finally, studies on the transmission of CAGexp are urgently needed in
order to clarify the role of unstable repeats over the preservation of SCA2 in the genetic

pool of humans.
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6. Discussao

O presente estudo levantou evidéncias originais sobre o papel de forgas seletivas
associadas a fecundidade e a distor¢do da segregacdo na SCA2. Através de uma
abordagem epidemiolégica e tradicional de andlise de heredogramas, obtivemos
informagdes novas sobre a dindmica de manutencdo do alelo expandido associado a
SCA2. Os resultados concretos serdo apresentados no artigo cientifico acima, a ser

publicado em periddico de circulagdo internacional.

No entanto, eles suscitam muitas especulacdes adicionais. A seguir, apresentarei
tanto algumas das minhas reflexdes sobre o significado dos presentes achados, como
perspectivas de continuidade da linha de investigacdo sobre as forgas evolutivas que

interagem com as doengas neurodegenerativas devidas as poliQs.
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6.1 Dindmica do Alelo Expandido associado a SCA2
Quatro forgas seletivas parecem influenciar a dindmica do alelo mutante, segundo

a nossa observacao:

1- Os sintomas da doenca. Sdo significativamente debilitantes e
tendem a se intensificar com a progressdo da doenga reduzindo, assim, a
capacidade de reproducdo dos individuos até torna-la nula. No entanto, € bom
lembrar que os individuos afetados ainda apresentam a capacidade de reprodugédo
apos os sintomas, pois 10% dos filhos de afetados nasceram ap6s os pais iniciarem
os sintomas ( Supplementary Figure do artigo a ser submetido, e que esta na p.

42).

2- O aumento do fitness. Individuos com o alelo expandido do gene
ATXN2 apresentam uma mediana de 3 filhos e os ndo afetados tem uma mediana
de 2 filhos (p<0.025, Mann-Whitney U test). O fitness dos individuos afetados é

de 1,5: ou seja, os afetados tém 50% mais filhos do que seus irméos ndo afetados.
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2- A distorcéo na segregacdo: Como observado, o alelo expandido é
preferencialmente ndo transmitido ou apresenta uma distor¢do na segregacao dos
gametas. O gameta com alelo expandido tem uma desvantagem na fecundagéo em
relacdo ao alelo normal. 1sso é expresso pelo fato de 40.4% dos filhos de afetados

apresentarem o alelo mutante, enquanto 60.6% dos filhos ndo apresentam a

expansdo(chi-square= 4.2476, p=0.04).

3 Antecipacao: A transmisséo do alelo expandido é instavel, ou seja,
existe uma tendéncia de o tamanho das repeti¢des do aleloexpandido transmitido
ser diferente daquela encontrada em tecidos somaticos do progenitor afetado.
Figueroa e colaboradores (2017) observaram uma tendéncia de aumento no
tamanho do CAGexp transmitido quando o genitor era homem da ordem de 4.8
+5 CAGs a cada geracdo. Quando o alelo expandido foi herdado de uma mulher,

um aumento de 1,6 £2.0 CAG foi observado a cada geracgéo.

Existe uma correlagéo inversa entre o tamanho das expansoes e a idade
de inicio dos sintomas (rho =-0,619, Sperman p<0.000). Portanto, na medida em
que ocorre um aumento no tamanho das expansfes com o passar das geracoes,
existe uma tendéncia da doenca se manifestar mais precocemente. N0SSO
trabalho
demonstrou que o aumento de uma unidade de expansdao CAG representou uma

reducéo de 1,57 anos na idade de inicio da doencga (p<0.003).
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Diante de tantas forcas seletivas reais ou potenciais, seria necessario

tentarmos responder a pergunta: Qual a dindmica do alelo expandido ATXN2?

Existem quatro possibilidades para essa resposta.: O alelo pode estar
sofrendo selecdo positiva, aumentando sua frequéncia na populacdo com a
tendéncia de se fixar. Selecdo negativa, apresentando um decréscimo de sua

frequéncia até ser eliminado. Ter selecdo positiva e uma determinada geracao
apresentar selecdo negativa, ou seja, ter uma dindmica de curva normal

aumentando sua frequéncia até um ponto e posteriormente esse alelo apresentar
um decréscimo em sua frequéncia ou estar estavel.
Para respondermos essa questdo poderiamos usar a classica equagdo para

fitness diferencial e distor¢cdo na segregacao:

. P%wip + 2k.pq.wy,
P = W

Onde:
p’= Frequéncia do alelo p na geragao subsequente

p2= Frequéncia do alelo p em homozigose

wi1=Fitness do alelo p em homozigose
k= Onde k representa o coeficiente de distorcao
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2pg=Frequéncia genotipica do heterozigoto

w,, =fitness do heterozigoto

w= fitness médio.

No entanto, 0 caso concreto que estamos querendo analisar apresenta uma
facilidade e uma dificuldade que exigem uma adaptacdo da equacdo acima. Em
primeiro lugar, estamos tratando de um alelo com uma frequéncia muito baixa, no
qual a presenca em homozigose ndo foi observada em nossas amostras. Além
disso, por de se tratar de uma doenca dominante de penetrancia praticamente
completa, podemos analisar a dindmica alélica ignorando os casos de homozigose

e aplicar as forcas seletivas encontradas diretamente sobre o alelo expandido.

Porém, um elemento complicador para nossa analise é a questdo da
antecipacdo, pois a medida em que a doenca comeca se manifestar mais
precocemente com o passar das geracdes, a janela reprodutiva dos afetados é
encurtada. Assim precisamos fazer uma adaptacdo do fitness a cada geracao
representando o processo de antecipacdo e reducdo da janela reprodutiva. Nesse

sentido a equacdo que melhor representa essa adaptacdo seria:

p" =p.w.coefexp.2. k

49



p’=frequéncia do alelo p (expandido) na geracao subsequente

p= frequéncia do alelo p atual

w=fitness relativo

coeffexp= Coeficiente de expansdo, que vai de 0 a 1, na qual ira impactar
diretamente no fitness. Se os individuos tiverem coeffexp=1, o produto de 1 e w
sera w (1.w=w), ou seja, ndo influencia o fitness. J& se o individuos tiverem
coeffexp=0 o produto de w e 0 sera 0 (0.w=0) , ou seja, os individuos reduziram
seu fitness a 0 e ndo conseguiréo se reproduzir.

K=coeficiente de expanséo

Ou seja:

Se um fendtipo apresentar um fitness de 1, ndo sofrer com a antecipacao e
ndo tiver distor¢do na segregacdo, segregar 0,5, é esperado que a sua frequéncia
se mantenha estavel (ignorando a deriva genética). Quando aplicamos esses
valores hipotéticos a nossa equacdo em uma frequéncia p=0,1 podemos observar

matematicamente a estabilidade do alelo na geragao subsequente.

p'=(0,1).(1).(1).(2.0,5)

p’=0,1
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Todavia como construir o coeficiente de expanséo, de que forma ele pode
representar a reducdo na oportunidade reprodutiva? A melhor forma em um
primeiro momento é definir a amplitude da janela reprodutiva em anos desses
individuos.

Em nossa amostra, a idade dos genitores quando tiveram seus filhos variou
entre 15 e 55 anos. Idades que se aproximam da média do inicio da puberdade, 13
anos (Anderson 2003) e da menopausa de 49 a 53 anos (Takahashi 2015). Assim,
teriamos uma janela reprodutiva de 40 anos, onde a dividiriamos em 10 e que cada

parcela da diviséo represente 0,1 no coeficiente de expansao.

Outro passo é predizer qual a tendéncia de reducéo da idade de inicio com
0 passar das geragdes. O estudo de Figueroa e cols (2017) apontou a tendénciade
aumento, no CAGexp, de 4,8 e 1,6 repeticdes CAG a cada geragéo para genitores

homens e mulheres, respectivamente.

Como queremos analisar a antecipacdo independente do sexo do genitor,
podemos dizer que a tendéncia de expansdo do alelo expandido a cada geracéo é
a média da taxa de aumento das repeticGes que ocorrem em genitores paternos e

maternos, ou seja, um aumento de 3,2 CAG a cada geracéo.

No entanto, o quanto representa o aumento em 1 CAG na idade de inicio?
Em nossas amostras, uma regresséo linear entre a correlacdo de tamanho da CAG
e idade de inicio mostrou que o aumento de uma unidade CAG representa a

reducdo de 1,5 anos na idade de inicio da doenga.
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Nesse sentido, podemos predizer que a cada geracdo a tendéncia é que
tenhamos uma reducgédo na idade de inicios dos sintomas de 4,8 (3,2 CAG p/
geracdo x 1,5 anos p/ CAG) anos a cada geragdo. Assim, a cada geracao a janela

reprodutiva € reduzida em 4,8 anos.

Assim, construimos uma tabela na qual correlaciona a geragdo com CAG,
idade de inicios e coeficiente de expansdo. Na mesma, estabelecemos como ponto
de partida para geracdo 1: 34 repeticGes CAG, uma idade de inicio de 55 anos e
coeficiente 1. E a cada geracdo um aumento na CAG e as respectivas redugdes na
idade de inicio e coeficiente de expansdo. No entanto, fizemos uma correcéo de
10% para mais no coeficiente de expansdo para representar a porcentagem de

individuos que ainda nascem apds os sintomas.

Tabela-1 Coeficiente de Expansdo

Geracdo CAG Idade Coeficiente Corecdo Coeficiente
de de Expanséo de Expancéo
Inicio

1 34 55 1 1,0

2 37,2 50,2 0,9 0,99

3 40,4 454 0,8 0,88

4 43,6 40,6 0,7 0,77

5 46,8 35,8 0,6 0,66

6 50 31 0,5 0,55

7 53,2 26,2 0,4 0,44

8 56,4 21,4 0,3 0,33

9 59,6 16,6 0,2 0,22

10 62,8 11,8 0,1 0,11

11 66 7 0 0

Como desconhecemos a frequéncia do alelo expandido na populagdo e ndo

estamos interessados em saber a frequéncia exata do alelo expandido (nesse
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momento) nas geracOes subsequentes, mas sim a sua dindmica, iniciaremos a
andlise a partir de uma frequéncia hipotética. Essa frequéncia estd longe ser
proxima da realidade. No entanto, a sua escolha estd baseada em facilidade da
demonstracdo da equacédo. O valor escolhido para demonstrar a dindmica seré de
1% ou 0,01. Ou seja, se partissemos de uma frequéncia 0,01 a cada geragdo (Gn)

0 quanto essa frequéncia iria variar?

Se colocarmos os dados de fitness, distor¢do de segregacéo e a reducdo na idade
de inicio com o passar das geracfes, observariamos um aumento na prevaléncia
da doenca durante as trés primeiras geracGes. No entanto a medida que a
antecipacdo se torna mais intensa observamos uma reducdo na prevaléncia até o

alelo mutante ser eliminado da populacéo.
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Gréfico 1- Expectativa da dinamica frequéncia alélica (y) por geracao(x),

0,016

0,014

0,012

O que podemos concretamente estimar a partir dos dados existentes é que
apesar da distor¢cdo da segregacéo em favor do alelo ndo expandindo, o fitness de
1.5 confere uma vantagem para o alelo mutante. A dindmica do alelo mutante
durante 3 geracbes é aumentar sua frequéncia. No entanto, a antecipacdo
progressivamente vai reduzindo o fitness com o passar das geragdes, até o ponto

de o alelo mutante ser eliminado da populagéo.
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6.2. Mdltiplas origens ou uma Unica origem

Se o alelo ATXN2 expandido tende a desaparecer ap6s seis ou mais geragoes,
cabe se supor que a SCA2 se mantém estavel nas populagdes por conta de expansdes de

novo.

As repeticdes de trinucleotideos sdo regiGes de alta instabilidade em nosso
genoma (McMurray 2010), ou seja, podem se expandir ou Se contrair ao atravessar
divisdes celulares. A expressdo disso nos alelos ndo expandidos de genes associados a
poliglutaminopatias é que suas dimensGes CAG sao bastante polimorficas na populacéo
geral. No entanto, diferentemente das demais sequéncias repetitivas CAG em genes
associados a poliQs, como as dos genes ATXN1, ATXN3, CACNALA, ATXN7, HTT,
etc, a repeticdo CAG do gene ATXN2 do alelo normal é bastante estavel, pois em torno

de 90% dos alelos humanos apresentam 22 repeticdes CAG ou (CAG)22. (Sobczak 2014)

A primeira pergunta a ser respondida é se o alelo (CAG)22 apresenta alguma
diferenca em relacdo aos demais alelos, além do nimero de repeticdo. O primeiro passo
para responder essa questdo é entender a estrutura do gene ATXN2. As repeticdes CAG
se encontram no exon 1 desse gene e existem dois polimorfismos nucleares unicos (0s
SNPs, de single nucleotide polimorphism) intronicos associados ao exon 1, rs695871 e
rs695872, que podem ser marcadores para possiveis diferencas na repeticdo CAG do

exonl do gene ATXN2.

O SNP rs695871 pode apresentar uma base nitrogenada Citosina(C) ou

Guanina(G), ja o SNP rs695872 pode apresentar uma Tiamina(T) ou Citosina(C).

Dois estudos independentes mostraram que 0 SNP CC esta associado a uma regido

CAG mais polimérfica no alelo ndo expandido (Shweta 2001, Ramos 2010 ). Além disso,
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todos os individuos afetados estudados apresentavam o haplétipo CC. Em contraste, o
hapldtipo GT estava associado fortemente ao alelo (CAG)22, além de nédo ser encontrado

em individuos afetados.

No estudo realizado em uma corte indiana (Shweta 2001), os resultados
demonstraram que 77,4% dos alelos ndo expandidos e que ndo apresentavam 22
repeticGes estavam associados ao haplétipo CC. Ja o hapl6tipo GT estava associado ao

alelo (CAG)22em 70,9% dos casos.

Além disso, o alelo (CAG).2 associado ao haplétipo GT, na maioria dos casos,
apresentava interrupgfes, com um padrdo de repeticdes com 8 CAG, um CAA (que

sintetiza glutamina), 4 CAG, um CAA e 8 CAG, totalizando as 22 glutaminas.

Um outro estudo com uma coorte brasileira, portuguesa e italiana verificou o

mesmo padrdo (Ramos 2010). O Haploétipo CC estava associado a uma regido CAG mais
polimorfica ndo expandida ou expandida, enquanto o hapldtipo GT estava associado ao
alelo (CAG)22 com o padréo 8(CAG) CAA 4(CAG) CAA 8(CAG) ou a uma regido ndo

expandida menos polimorfica.

Fuli Yu (2005) encontrou esse padrdo 8(CAG) CAA 4(CAG) CAA 8(CAG) em
73% em seus estudo em uma coorte europeia. Além disso, esse mesmo estudo observou

que esse padrdo de 22 repeti¢cdes vem sofrendo selecdo positiva.

E possivel se deduzir, a partir desses resultados, que exista uma regido CAG
estavel no exon 1 no gene ATXN2 associada ao hapl6tipo GT, e uma outra regido instavel
associada ao hapldtipo CC. Essa regido instavel que esta mais propensa a contrag@es ou

expansdes provavelmente seja a fonte de novas expansdes causadoras da SCA2 e a

56



tendéncia é que teriamos maultiplas origens a partir dessa regido instavel comum a todas

as linhagens de SCA2.

Buscamos na literatura estudos que analisaram outros haplétipos propostos,
construidos a partir de short tandem repeats (STR) ou microssatélites em individuos com
SCAZ2. Encontramos ao todo 4 estudos ( Pang 1999, Didierjean 1999, Shweta 2001,
Ramos 2010) que fizeram analise de STR das regiGes D12S1333 e D12S1672 de
individuos das seguintes nacionalidades: Portugal, Brasil, Italia, Austria, Franca, Cuba,

Inglaterra Servia, Bélgica , Antilhas Francesa , Argélia, Marrocos e Jap&o.

Em seguida, construimos um grafico de dispersdo com o tamanho dos STRs das regides
D12S1333 e D12S1672 que estdo em desequilibrio de ligacdo. Caso 0s pontos estivessem
associados sugeriria uma origem comum para SCA2 ou agrupado varios em clusters e
fortalecendo a ideia de multiplas origens. E o que observamos no gréafico foi a formacao
de clusters com relativa afinidade geogréafica ou de processo de colonizacdo. No entanto,

essa metodologia refor¢a uma hipétese e ndo se trata de uma evidencia, de fato.
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Gréfico-2 Dispersdo tamanho em pb das regides STR D12S51333 e D12S1672
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Legenda pais: 1-India; 2-Portugal; 3-Brasil; 5-1talia; 6-Austria; 7 e 10 Franca; 11-

Bélgica; 12-Argelia; 13-Tunisia; 15- indias Francesas; 16-Cuba; 17-Inglaterra; 18-Japdo
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7 Conclusoes

Os portadores de SCA2 apresentam um fitness superior em relagcdo aos ndo
portadores. Essa é uma forga seletiva que atua para manutencdo do alelo
expandido na populagdo. No entanto, outra forca atua contra o alelo mutante que
é a distorcdo na segregacdo. Por fim, temos a antecipa¢do, que com o passar das
geragdes reduz a idade reprodutiva dos individuos afetados e consequentemente
seu fitness.

A tendéncia é que o alelo mutante seja eliminado da populacdo com o
passar das geragdes. Assim, a sua manutencdo so seria explicada pelo surgimento
de novas linhagens de SCA2. A provavel origem dessas novas linhagens é uma
regido instavel associada ao haplotipos CC.

Por ser mais estavel, o alelo (CAG)22 ndo apresenta a tendéncia de sofrer
expansdes ou contracdes com o passar das geracdes. Os alelos expandidos,
oriundos de uma regido instavel, apesar de uma vantagem inicial na fecundidade,
apos algumas geracdes apresentam a tendéncia de ser eliminado da populacéo.

Além disso, o alelo expandido apresenta desvantagem na segregacao. N&o
sabemos ainda se essa desvantagem se da perante a competicdo com qualquer
alelo normal ou se ela é relativa apenas ao (CAG)22. Nossa tendéncia, noentanto,
é explicar que o alelo (CAG).. € o preferencialmente transmitido (evidéncias
empiricas de selecdo positiva reforcam nossa hipotese). Assim, a grande
frequéncia do (CAG)22 nas populagdes humanas poderia ser devida & distorc¢éo na

segregacao ao seu favor. Além disso, 0 (CAG)22néo € eliminado por reducéo no
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fitness com o passar das geracdes e é mais estavel tendo mais chance de ser
transmitido com as mesmas 22 repeticbes. Uma evidéncia que colabora com
nosso estudo é o fato de o alelo com 22 repeti¢cBes com o padrdo 8(CAG) CAA
4(CAG) CAA 8(CAQG) estar sofrendo selecdo positiva. (Fuly yu 2005)

As razes tanto da transmisséo preferencial do alelo (CAG)2. ,0u seja, a
vantagem associada a esse alelo, como do fitness aumentado nos portadores de
expansdes CAG no ATXN2 permanecem misteriosas, pois as préprias fungdes da
ataxina-2 permanecem em grande parte desconhecidas. Sabe-se que a ataxina-2 é
uma proteina citoplasmica de 140-kDa, localizada no reticulo endoplasmico
rugoso, implicada na regulacdo de receptores de crescimento e no metabolismo
do RNA e é s6. Em todo o caso, a existéncia de um alelo muito frequente, o
(CAG)22, € um fendmeno especifico da ataxina-2, tornando-a diferente das demais
proteinas associadas as doencas de poliQs, e apontando para uma vantagem

bioldgica associada a essa variante.
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8. Perspectivas

Enquanto nossas evidéncias mais robustas sdo as relativas ao fitness,
entendemos que os achados sobre distor¢cdo de segregacao e sobre antecipagédo séo
ainda preliminares, pois sdo propensos a erros de tipo | e a vieses de observacéo.
Por isso, pretendemos buscar evidéncias mais robustas para confirmar estes
resultados, através da observagdo de irmandades e de transmissdes completamente
genotipadas nessa coorte.

Ainda assim, a dinamica proposta para o alelo mutante pareceu bastante
compativel com o padréo haplotipico descrito por autores que nos antecederam.
Para corroborar a hip6tese de que a SCA2 é uma condicdo que tende areaparecer
na populagdo a partir de um pool de alelos instaveis, propomos o estudo dos
haplétipos intragénicos ao ATXN2 na populagédo brasileira normal e portadora de
SCAZ2, construidos com 0s SNPs e STRs mencionados. Por nossa hipotese ser que
a SCAZ2 apresenta multiplas origens esperamos encontrar um padrdo de SNPs e

STRs significativamente distintos entre si.
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