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Resumo

As doengas de poliglutaminas consistem num conjunto de nove doengas
neurodegenerativas, causadas pela expansao anémala do trinucledtido CAG na regiao
codificante do gene, que da origem a uma proteina mutante com um segmento caracteristico
de poliglutaminas. A proteina mutante torna-se toxica e, frequentemente, origina disfungao e
morte neuronal progressiva que vai limitando progressivamente a vida dos doentes. As
doengas de poliglutaminas incluem a Doenga de Huntington, a Atrofia Dentato-Rubro-Pélido-
Luisiana, a Atrofia Muscular Bulboespinal e as Ataxias Espinocerebelosas tipo 1, 2, 3, 6,7 e 17.

Atualmente nao existe tratamento eficaz para estas doengas, nem alternativas
terapéuticas que possam limitar a sua progressao. No entanto, o carater monogénico das
doengas de poliglutaminas torna-as candidatas ideais para o desenvolvimento de terapias
génicas. Para além, disso, a identificagao de polimorfismos de nucleétido Unico que se
encontram associados as repetigoes expandidas, em cada uma destas doengas, permite
alcangar de forma seletiva o alelo mutante. Desta forma, recorrendo ao silenciamento genético
do alelo mutante é possivel manter o alelo normal e os niveis da proteina nativa necessarios
para um adequado desempenho celular.

Assim, os principais objetivos desta monografia foram, através de pesquisa bibliografica
e recorrendo a base de dados genéticas, identificar os polimorfismos de nucledtido Unico que
se encontram associados as repeti¢coes expandidas, bem como as terapias de silenciamento

alelo especificas ja estudadas para cada uma das doengas de poliglutaminas.
Palavras-chave: Doengas de poliglutaminas, Expansao do trinucledtido CAG

Polimorfismo de nucledtido Unico; Polimorfismo genético; Terapia génica; Silenciamento alelo

especifico.
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Abstract

Polyglutamine diseases are a group of nine neurodegenerative diseases caused by the
abnormal expansion of the CAG trinucleotide in the coding region of the gene, which originates
a mutant protein with a typical segment of polyglutamines. The mutant protein becomes toxic
and it leads to progressive neuronal dysfunction and death that gradually limits patients’ lives.
Polyglutamine diseases include Huntington's Disease, Dentatorubral Pallidoluysian Atrophy,
Spinal and Bulbar Muscular Atrophy, and Spinocerebellar Ataxias type |, 2, 3, 6, 7, and |7.

There is no effective treatment for these diseases or therapeutic alternatives that can
limit their progression yet. However, the monogenic nature of polyglutamine diseases makes
them ideal candidates for the development of gene therapies. Furthermore, the identification
of single nucleotide polymorphisms that are associated with the expanded repeats in each of
these diseases allows to selectively target the mutant allele. Therefore, it is possible to preserve
the normal allele and the levels of the native protein for an adequate cell performance by
genetic silencing of the mutant allele.

The main objectives of this monograph were to identify the single nucleotide
polymorphisms that are associated with the expanded repeats, as well as the specific allele
silencing therapies already studied for each polyglutamine diseases. This research was done by

using bibliographical research and genetic databases.

Keywords: Polyglutamine disease; CAG expanded trinucleotide; Single nucleotide

polymorphism; Genetic polymorphism; Gene therapy; Allele specific silencing.






|. Doencas de poliglutaminas

As doengas de poliglutaminas consistem num conjunto de nove doengas
neurodegenerativas caracterizadas pela expansao anoémala do trinucleétido CAG na regiao
codificante do gene, resultando na produgio de uma proteina mutante que contém um
segmento expandido de poliglutaminas. Esta alteragao, quando é superior a um numero
minimo de repeti¢Oes, torna-se patogénica, levando a alteragdo da proteina em causa, e
consequentemente, a sua fungao biologica. Estas incluem: a Doenga de Huntington (HD), a
Atrofia Dentato-Rubro-Palido-Luisiana (DRPLA), as Ataxias Espinocerebelosas (SCA) do tipo
I, 2, 3,6,7 e |7, que tém uma heranga autossomica dominante e, ainda, a Atrofia Muscular
Bulboespinal (SBMA), que tem uma heranga ligada ao cromossoma X, apresentando por isso
maior prevaléncia no sexo masculino (Tabela I) (Zoghbi e Orr, 2000).

As doengas de poliglutaminas partilham varias caracteristicas clinicas e patologicas.
Geralmente surgem na meia-idade e levam a disfungao e perda neuronal progressiva entre |0
a 20 anos apos o inicio dos sintomas, verificando-se a degeneragao das fungoes motoras e
cognitivas (Hughes e Olson, 2001; Zoghbi e Orr, 2000). Casos menos comuns ocorrem na
infancia, em que se verifica um niumero de repetices muito elevado. Apesar de se observar
uma elevada distribuigao da proteina mutante pelo cérebro e por outros tecidos, apenas uma
populagao especifica de neurdnios é afetada em cada doenga mostrando um padrao de
degenerescéncia caracteristico (Gatchel e Zoghbi, 2005; Zoghbi e Orr, 2000).

As repeticoes expandidas apresentam ainda instabilidade germinativa, uma vez que
alteram o seu tamanho a medida que passam de uma geragao para a seguinte, verificando-se
fenotipos mais agressivos/severos para individuos com um numero de repeticoes mais elevado,
fenomeno ao qual se da o nome de antecipagao clinica (Zoghbi e Orr, 2000).

A expansao de poliglutaminas leva a desregulacao celular a varios niveis que contribuem
para a morte e disfuncao neuronal (Williams e Paulson, 2008). Como revisto por Stoyas e
Spada, varios mecanismos podem ser considerados a causa destas doencas, tais como:
enovelamento incorreto da proteina mutante, interagdes entre proteinas alteradas que
perturbam o normal funcionamento de outras moléculas, formagao de agregados toxicos,
desregulagao da transcricio, comprometimento da autofagia, entre outros (Stoyas e Spada,
2018).

A agregacao de proteinas é das caracteristicas mais marcantes destas doencas e leva a
alteragdes na solubilidade, criando agregados insoluveis que frequentemente dao origem a
grandes inclusoes intracelulares (DiFiglia et al., 1997; Hayashi et al., 1998; Holmberg et al., 1998;

Igarashi et al, 1998; Paulson et al, 1997; Skinner et al., 1997). Estas inclusoes intracelulares



incluem outras proteinas que sao recrutadas para manter a proteostase, tais como os
componentes do sistema ubiquitina-proteossoma e as chaperonas moleculares, sugerindo,
uma tentativa de manuten¢ao de um normal funcionamento neuronal (Hughes e Olson, 2001;
Lieberman, Shakkottai e Albin, 2019). Agregados proteicos também foram encontrados em
cérebros de idosos saudaveis, sugerindo que a agregacao possa ocorrer inicialmente, como
uma resposta benigna, com o objetivo de proteger o organismo das expansoes de
poliglutaminas. A clivagem de proteinas expandidas por proteases é um fenémeno observado
em todas as doengas de poliglutaminas, o que origina fragmentos truncados/clivados téxicos,
que geralmente estao contidos nos agregados proteicos (Revisto por Stoyas e Spada, 2018).
Os agregados proteicos encontram-se no nucleo, no caso da SCAI, SCA6, SCA7 e SCAI7,
no citoplasma na SCA2 e, em ambos no caso de HD, DRPLA, SBMA e SCA3 (Gatchel e Zoghbi,
2005). Apesar de todos os dados ja conhecidos destas doengas, ainda nao esta claro qual é o
mecanismo molecular responsavel pela sua patogenicidade e, consequentemente, nao existe
um tratamento eficaz que permita tratar estas doengas, nem terapias que limitem a sua
progressao.

O principal objetivo desta monografia foi identificar e reunir todos os polimorfismos
de nucledtido Unico que se encontram associados as repeti¢coes expandidas, bem como rever
todas terapias de silenciamento alelo especificas ja estudadas para cada uma das doengas de

poliglutaminas, recorrendo a pesquisa bibliografica e a base de dados genéticas.

l.1. Doenca de Huntington

A doenca de Huntington (HD) é uma doenca autossomica dominante causada pela
repeticao anormal do trinucleétido CAG no exao | do gene da huntingtina (HTT) que se
encontra localizado no cromossoma 4p16.3 (Ambrose et al, 1994; Youngman et al., 1986).
Das nove doencgas de poliglutaminas, a HD é a mais comum, com uma prevaléncia global
estimada de 13,7 casos a cada 100 000 individuos. Nas populagées Caucasianas, que incluem
Australia, Europa, Reino Unido e América do Norte, a sua prevaléncia estimada esta entre os
9,71 a 17,2 casos por 100 000 individuos (Fisher e Hayden, 2014; Rawlins et al., 2016). Por
outro lado, a prevaléncia da HD em paises como Japao, China, Finlandia foi estimada entre os
0,4 e os 2 casos em cada 100 000 habitantes (Pringsheim et al., 2012; Sipila et al., 2015; Xu e
Wu, 2015).

Alelos normais do gene da HTT apresentam um numero de repeticoes de CAG entre
9 a 35 (Kiesewetter et al., 1993; Warby et al., 2009). Repeticoes de CAG entre 27 e 35 sao
considerados alelos intermediarios, nos quais existe probabilidade de expansiao devido a

instabilidade meiotica (Killoran et al., 2013). Entre 36 e 39 repeticoes de CAG verifica-se
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penetrancia reduzida, na qual alguns individuos podem nao desenvolver qualquer tipo de
sintoma, enquanto outros podem desenvolver sintomas em idades mais avancadas. Para
repeticoes de CAG iguais ou superiores a 40 ocorre penetrancia completa (Rubinsztein et al.,
1996). A forma juvenil surge quando o numero de repeticoes de CAG é superior a 55 e as
manifestagoes clinicas surgem antes dos 20 anos de idade (Barbeau, 1970; Ghosh e Tabrizi,
2018).

A HD é caracterizada por uma combinagao progressiva de sintomas motores,
cognitivos e psiquiatricos (Saudou e Humbert, 2016). As primeiras alteragdes motoras surgem,
em média, aos 40 anos e os doentes morrem |5 a 20 anos apos o diagnostico. No entanto,
estas alteragcoes também podem ocorrer na infancia, ou mais tarde, ao longo da vida (Ross e
Tabrizi, 2011). Como descrito por Ross e colaboradores, os doentes de Huntington
apresentam inicialmente uma fase pré-assintomatica na qual ndo ocorrem manifestagcoes da
doenga. Esta fase pode surgir até 10 a |5 anos antes do diagnostico motor inicial.
Posteriormente, evolui para uma fase prondrémica, onde ocorrem sintomas motores,
cognitivos e psiquiatricos ligeiros, que progridem de forma gradual até a morte (Ross et al.,
2014).

Existem dois tipos de sintomas motores, o primeiro é caracterizado por movimentos
involuntarios, rapidos e repetitivos, chamados movimentos coreicos, que tendem a aparecer
nas primeiras manifestagcoes da doenga. O segundo inclui falta de coordenagao, bradicinesia e
rigidez, comprometendo desta forma os movimentos voluntarios, que é mais notavel quando
a doenca ocorre na infancia, ou em doentes com inicio tardio em estigio avancado. A
semelhanga dos sintomas motores, os sintomas cognitivos progridem gradualmente ao longo
do tempo, nos quais se verifica défice de atengao, diminuigao da flexibilidade mental e lentidao
cognitiva (Revisto em Bates et al.,, 2015; Saudou e Humbert, 2016). Também podem surgir
perturbagoes na fala. Estes sintomas podem levar a que doentes de Huntington se isolem
socialmente. Sintomas psiquidtricos como: alteragoes de personalidade, desinibicao social,
impulsividade, irritabilidade, apatia sao observaveis, sendo que a depressao e a ansiedade sao
os mais frequentes. Em casos mais raros, pode também ocorrer psicose semelhante a
esquizofrenia (Bates et al., 2015; Ghosh e Tabrizi, 2018; Ross et al., 2014; Saudou e Humbert,
2016).

A HTT é uma proteina amplamente expressa em todos os tecidos e esta
particularmente enriquecida nos neurdnios do sistema nervoso central (SNC)
(Landwehrmeyer et al., 1995; Li et al., 1993) Esta proteina tem um papel fulcral na manutengao
das fungoes fisioldgicas cerebrais e esta envolvida em varias vias celulares importantes onde

coordena e interage com outras proteinas através de multiplos locais de interagao (Zuccato,
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Valenza e Cattaneo, 2010). Por possuir um sinal de localizagdo nuclear e um sinal de
exportagao nuclear, pode ser encontrada no nucleo ou no citoplasma (Bessert et al., 1995; Xia
et al, 2003; Zheng et al, 2013). A expansaio de CAG confere-lhe uma alteragao
conformacional, que se acredita que desencadeie uma “cascata patogénica”’(Ross e Tabrizi,
201 1). Esta alteragao leva a um enrolamento incorreto da mesma, que culmina no rearranjo
da sua estrutura na folha B-pregueada e na formagao de inclusdes neuronais no nucleo, mas
também no citoplasma, dendrites e nos terminais dos axoénios (Ross et al., 2014; Ross e Tabrizi,
2011). A protedlise da HTT mutante em fragmentos também tem sido envolvida na
contribuicao da morte neuronal. Muitos outros mecanismos celulares sao afetados na HD, tais
como modificagoes pos-traducionais, desregulagao da transcrigao, disfungao do sistema
ubiquitina proteossoma e da autofagia, entre outros (Revisto em Ghosh e Tabrizi, 2018).

O estriado é uma das zonas mais afetadas na HD, onde ocorre a degeneragao de mais
de 95% dos neurdnios espinhosos médios que se projetam diretamente para o globo palido e
substancia nigra (DiFiglia et al., 1997; Ross e Tabrizi, 201 |; Vonsattel et al., 1985). Embora em
menor quantidade, também ocorre degeneragao do cortex cerebral, estruturas subcorticais,

talamo, entre outras regioes (Revisto em Ross e Tabrizi, 201 1).
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1.2. Atrofia Muscular Bulboespinal

A atrofia muscular bulboespinal (SBMA), também conhecida por doenga de Kennedy,
é caracterizada pela degeneracio dos neurdnios motores inferiores, responsaveis pela
inervagao do musculo esquelético, que leva a fraqueza muscular progressiva. Estima-se que a
sua prevaléncia seja de | em cada 300 000 individuos e a sua presencga foi relatada apenas em
individuos de origem europeia e asiatica (Spada, 2017; Tanaka et al., 1996).

A SBMA ocorre quando o nimero de repeticoes de CAG no exao | do gene do
recetor de androgénio (AR) (Xql I-12) é igual ou superior a 37 e tem uma heranga ligada ao
cromossoma X (Brown et al,, 1989; Lahunta e Glass, 2009; Ogata et al, 1994; Spada et al,
1991). Uma minoria das mulheres portadoras (237 repeticoes de CAG) apresentam sintomas
leves como tremor ou colicas, uma vez que possuem baixa estimulagao destes recetores
(Mariotti et al, 2000). Quando as maes testadas sao heterozigoticas, a probabilidade de
transmitirem o gene mutante a descendéncia é de 50%. Por outro lado, os homens quando
apresentam um segmento de poliglutaminas com um nimero de CAG superior ou igual a 37
manifestam os sintomas da doenga e, caso sejam férteis, nunca transmitem a expansao de
CAGs aos seus filhos e as suas filhas serao sempre portadoras (Revisto em Spada, 2017).

O diagnodstico inicial é feito com base nos sinais e sintomas motores e, quando
associado a histéria familiar deve ser confirmado com testes genéticos moleculares. Estes
pacientes sao frequentemente mal diagnosticados, confundidos com outras doengas
neuromusculares, como esclerose lateral amiotrofica e atrofia muscular espinal (SMA) (Cortes
e Spada, 2018; Parboosingh et al., 1997).

Na SMBA, os neurdnios motores inferiores do tronco cerebral e da espinal medula
sao afetados pela expansao de poliglutaminas, assim como os musculos bulbares e esqueléticos
proximais (Poletti, 2004; Soraru et al., 2008).

As manifestagoes clinicas iniciais surgem entre os 30 e os 50 anos de idade, podem ser
precedidas por tremor, caibras, fraqueza muscular proximal, fasciculagoes e niveis elevados da
proteina creatina quinase sérica (Amato et al., 1993; Chahin e Sorenson, 2009; Harding et al.,
1982). A medida que a doenca progride, observa-se fraqueza muscular, principalmente dos
membros inferiores, diminuicio ou auséncia de reflexos tendinosos, atrofia do musculo
esquelético, fasciculagoes da lingua e labios, e diminuicao da fertilidade. Ainda na adolescéncia
pode surgir atrofia testicular e ginecomastia, provocada pela insensibilidade aos androgénios
(Arbizu et al., 1983; Harding et al., 1982). Nas fases terminais da doenga, também pode ocorrer

disfagia(Warnecke et al., 2009). Como revisto por Breza e Koutsis, outras manifestagoes



clinicas, tais como apneia obstrutiva do sono e distirbios metabdlicos estao associadas a esta
doenga (Breza e Koutsis, 2019).

Das varias doengas de poliglutaminas, a SBMA ¢é a Unica em que se sabe a fungao nativa
da proteina em causa. Os androgénios sao hormonas importantes para o desenvolvimento
normal do sexo masculino e dos seus carateres sexuais secundarios (MacLean et al., 1993). Os
ARs, amplamente expressos em varios tecidos do corpo, pertencem a superfamilia de
recetores esteroides e nucleares, que atuam como fatores de transcricao dependentes de
ligacao por estas hormonas (Gelmann, 2002; MacLean et al., 1993). Atualmente, acredita-se
que a patogenicidade da proteina mutante devida a expansao de poliglutaminas origina um
ganho de fungao téxico, e simultaneamente, uma perda de fungao do AR que também contribui
para o fendtipo da doenga (Revisto por Grunseich, Rinaldi e Fischbeck, 2014).

A proteina mutada leva a formagao de agregados proteicos nos neurénios motores,
musculo-esquelético, entre outros tecidos, que posteriormente dao origem a inclusoes
intranucleares (Adachi et al, 2005; Li et al, 1998). Estas alteragoes levam a desregulagao
transcripcional, disfungao autofagica e disfungao da proteostase, uma vez que estas inclusoes
se apresentam fortemente ubiquitinadas o que sugere falha no sistema de degradagao pelo
sistema ubiquitina proteossoma (Li et al, 1998; Mhatre et al., 1993; Nedelsky et al., 2010;
Pandey et al., 2007). Atualmente, sabe-se que estas alteragoes sao responsaveis pela disfungao
dos neurodnios motores inferiores e perda neuronal; no entanto, o mecanismo exato que leva

ao comprometimento neuronal ainda é desconhecido (Revisto em Breza e Koutsis, 2019).

1.3. Atrofia Dentato-Rubro-Palido-Luisiana

A Atrofia Dentato-Rubro-Palido-Luisiana (DRPLA) é uma doenca neurodegenerativa,
autossomica dominante e surge quando o numero de repeticoes de CAG no exao 5 do gene
da atrofina | (ATN/), que se localiza no brago pequeno do cromossoma 12 (12p13.31), é
superior a 53 ou 54 (Ber et al., 2003; Ikeuchi et al., 1995; Kanazawa, 1998; Koide et al., 1994;
Komure et al., 1995; Nagafuchi et al., 1994; Oyanagi, 2002; Yamada, 2010). Apesar da DRPLA
afetar toda a populagao mundial, surge com maior frequéncia na populagcao japonesa, onde
tem uma prevaléncia de 0,48 casos em cada 100 000 habitantes (Tsuji et al, 2008). A DRPLA
€ caracterizada pela degeneracao severa dos sistemas dentato-rubro e palido-luisiano do SNC
(Kanazawa, 1998; Tsuji, 2012). A doenca esta associada a perda neuronal severa no cortex
cerebral e cerebelar e tronco cerebral, sendo as zonas mais afetadas os nucleos dentado e
rubro, o globo palido, nucleo subtalamico e o estriado (Tsuji, 2012; Zoghbi e Orr, 2000). O

nucleo dentado é geralmente o mais afetado, com maior perda neuronal, contudo também



ocorre perda neuronal significativa no globo palido, mais pronunciada nos segmentos externos
do que nos segmentos internos (Kanazawa, 1998; Yamada, 2010).

A funcao desempenhada pela ATNI ainda é desconhecida. No entanto, um estudo
realizado com o gene ATNI de Drosophila sugere que funciona como correpressor
transcripcional (Zhang et al., 2002). A ATNI mutante forma agregados insoluveis através da
sua acumulagao nos nicleos dos neurdnios, adquirindo uma fungao toxica. A estes agregados
insollveis da-se o nome de inclusoes intranucleares neuronais que contém a proteina mutante
e tém sido amplamente detetadas em doentes com DRPLA, nhomeadamente em neuronios e
células da glia positivas para a ubiquitina (Oyanagi, 2002; Takahashi et al., 2001; Terashima et
al., 2002; Tsuji, 2012; Yamada, 2010). A alteragao de diversos mecanismos celulares, revistos
por Stoyas e Spada, parecem estar associados a desregulagao transcripcional, que pode
desempenhar um papel relevante na patogénese da DRPLA (Stoyas e Spada, 2018).

A semelhanca da HD, SBMA e SCA3, a proteina mutante esta tanto no nicleo, como
no citoplasma dos neurénios, uma vez que apresenta um sinal de localizagao nuclear e um sinal
de exportagao nuclear (Ber et al, 2003; Suzuki e Yazawa, 201 I). Estudos demostraram que
mutagoes no sinal de exportagao nuclear desta proteina, altera a sua localizagao nativa o que
origina uma acumulagao no nucleo e aumento da toxicidade celular (Nucifora et al., 2003;
Suzuki e Yazawa, 201 1).

A DRPLA pode manifestar-se desde o inicio da vida até a idade adulta, surgindo em
média aos 47 anos de idade. As caracteristicas clinicas sao heterogéneas e dependem do inicio
dos sintomas, podendo ser distinguida em trés tipos. Caso o inicio dos sintomas ocorra antes
dos 20 anos de idade, designa-se de “inicio juvenil” e as manifestagoes clinicas geralmente
consistem em ataxia progressiva, epilepsia, mioclonia, e declinio intelectual (Revisto em
Opyanagi, 2002; Tsuiji, 2012; Yamada, 2010). As convulsoes sao a caracteristica mais frequente
no inicio juvenil, que vai diminuindo para idades superiores a 20 anos. Quando a doenga se
inicia em adultos com idades entre 20 e 40 anos, chamado de “inicio adulto precoce”,
apresenta frequentemente ataxia cerebelar e coreoatetose. Pacientes mais velhos, com idades
superiores a 40 anos, chamado de “inicio adulto tardio”, desenvolvem maioritariamente
demeéncia, ataxia cerebelar e coreoatetose (Kanazawa, 1998, 1999; Yamada, 2010). No
entanto, quase todos os doentes com inicio em adulto apresentam alteragoes de
personalidade, que sao muito importantes para a realizagao do diagndstico (Kanazawa, 1998).
Ainda assim, as manifestagoes clinicas observadas na DRPLA sio muito semelhantes as
observadas noutras doencas de poliglutaminas e frequentemente ocorrem erros de
diagnostico clinico; deste modo, devem ser sempre realizados testes genéticos para validagao

do diagnodstico (Tsuji, 2012). A heterogeneidade das manifestagoes clinicas observadas
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conforme a idade de inicio dos sintomas esta relacionada maioritariamente com o niumero de

repeticoes de CAG e a antecipagao genética (Tsuji, 2012).

|.4. Ataxia Espinocerebelosa Tipo |

A ataxia espinocerebelosa do tipo | (SCAI) é uma doenga neurodegenerativa
progressiva, autossomica dominante, caracterizada por uma expansao anormal de
poliglutaminas no exao 8 do gene ATXN/ que esta localizado no cromossoma 6 (6p22.3) e que
da origem a proteina ataxina-1 (ATXNI) (Banfi et al., 1993; Orr et al.,, 1993). A prevaléncia da
SCA | é de aproximadamente 2 em cada 100 000 habitantes. A semelhancas de outras doencas
de poliglutaminas, a prevaléncia podera ser variavel consoante a regiao no globo. Por exemplo,
Krysa et al. avaliou a prevaléncia de SCAI na Polonia em 68%, ao estudar um conjunto de
ataxias cerebelares autossémicas dominantes, que incluiram: SCAI, SCA2, SCA3, SCAS8 e
SCAI17 (Krysa et al., 2016). Em 2016, Platonov e colaboradores identificaram a SCA| como a
principal e provavelmente o Unico tipo de ataxia cerebelar autossomica dominante em Sakha,
uma regiao no leste da Sibéria (Opal e Ashizawa, 1993; Platonov et al, 2016). Individuos
normais, apresentam uma expansao de 19 a 36 CAGs e contém uma interrupgao de | a 3
CATs (tripleto que codifica para a histidina) a cada 2| repetigoes de CAG, o que possivelmente
confere uma maior estabilidade no segmento de poliglutaminas evitando a alteragao da sua
conformagao (Chung et al., 1993; Orr et al, 1993). Individuos com expansoes entre 36 a 38
repeticoes de CAG podem resultar em ataxia sem manifestagoes clinicas caracteristicas da
SCAI (Zuhlke et al., 2002). Caso o numero de repeticoes de CAG esteja entre 43-81 a SCAI
torna-se altamente penetrante (Chung et al., 1993). O inicio dos sintomas que permitem o
diagnostico surge por volta dos 30-40 anos de idade e culmina na morte apos 10 a 30 anos
(Revisto em Ortiz e Orr, 2018; Tejwani e Lim, 2020). No entanto, tal como nas outras doencas
de poliglutaminas, consoante o numero de repeticoes de CAGs, a doenga pode surgir mais
cedo ou mais tarde ao longo da vida e apresentar manifestages clinicas mais ou menos
severas, respetivamente (Ranum et al., 1994). Para a realizagao do diagndstico, o teste genético
é considerado o método mais rapido e preciso.

As manifesta¢oes clinicas mais frequentes sao ataxia cerebelar e fraqueza muscular
progressiva, que leva a dificuldades na fala, degluticao e controlo da respiragao (Zoghbi e Orr,
1995). Nos estados mais tardios da doenca verifica-se, ainda, deficiéncia cognitiva e atrofia
muscular e bulbar. Infegcoes pulmonares cronicas e insuficiéncia respiratoria sao as principais
causas de morte (Revisto por Ortiz e Orr, 2018). A nivel celular verifica-se uma disfungao e
degeneracao profunda das células de Purkinje do cerebelo, o que mostra maior vulnerabilidade

destas células a ATXNI| mutante. Como consequéncia observam-se fenotipos ataxicos, uma
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vez que as células de Purkinje sao responsaveis pelo planeamento, execu¢ao e coordenagao
motora (Womack et al, 2006; Zoghbi e Orr, 1995). Além da atrofia e degeneragao do
cerebelo, também ocorre atrofia do tronco cerebral e espinal medula (Zoghbi e Orr, 1995).
A fungao desempenhada pela ATXNI ainda nao é totalmente conhecida, porém sabe-
se que interage com outras proteinas que se encontram na célula, modulando a transcrigao e
o processamento do RNA-mensageiro (mRNA) (Revisto por Ortiz e Orr, 2018). Os
fenomenos moleculares originados pela patogenicidade da proteina mutante também nao
estao totalmente compreendidos. No entanto, sabe-se hoje que as alteragoes sao devidas a
um ganho de fungao toxico da ATXNI mutante e nao devido a perda de funcao da proteina
nativa. Por exemplo, estudos realizados em murganhos mostraram que a perda de fungao da
ataxina-l nao induz as manifestagoes clinicas observadas, tais como neurodegeneragao e
fenotipos ataxicos (Matilla et al., 1998). Klement et al. mostrou ainda, em murganhos, que,
quando o sinal de localizagao nuclear da ATXNI mutante (82 repeticoes de CAG) estava
inativo (mutado) nao ocorria desenvolvimento da doenga. Deste modo, foi possivel verificar
que a ATXNI mutante induz neurotoxicidade apos translocagao para o nucleo em murganhos
(Klement et al., 1998). A expansao de poliglutaminas favorece assim a manutengao da ATXNI
mutante no nulcleo, que contribui para a formagao de corpos de inclusao, causando

neurotoxicidade, a semelhanga das outras doengas de poliglutaminas.

1.5. Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2

A ataxia espinocerebelosa do tipo 2 (SCA2) foi descrita pela primeira vez na india e é
a segunda ataxia espinocerebelosa autossémica dominante mais frequente em todo o mundo,
a seguir a SCA3. A SCA2 tem uma prevaléncia estimada de | a 5 em cada 100 000 individuos,
que varia conforme a localizagio geografica. A maior prevaléncia ocorre um em Cuba, india,
México e no sul de Itdlia (Revisto em Egorova e Bezprozvanny, 2019). A SCA2 surge quando
o numero de repeticoes de CAGs é superior ou igual a 33 na zona codificante do exao | do
gene ATXN2, localizado no brago longo do cromossoma 12 (12q24.12) e que da origem a
proteina ataxina-2 (ATXN2) mutante. Individuos normais apresentam uma expansio de
poliglutaminas entre [4-31 repeticoes; no entanto, a semelhanga da SCAI, ocorrem
frequentemente interrupgoes de dois trinucleétidos CAA a cada 22-23 repeticoes de CAG
no gene da ATXN2 (Fernandez et al., 2000; Imbert et al., 1996; Pulst et al., 1996). Expansoes
de CAGs intermédias entre 27-33 repeti¢coes foram descritas como um fator de risco para
desenvolver esclerose lateral amiotrofica associada a ATXN2, que afeta nao s6 os neurdnios
superiores e inferiores, mas também leva a degeneracao das células de Purkinje ao contrario

da esclerose lateral amiotréfica comum (Elden et al,, 2010; Tan et al,, 2016). A idade de inicio
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dos sintomas varia com o numero de repeticoes de CAG, no entanto ocorre frequentemente
entre os 20-30 anos de vida (Revisto por Velazquez-pérez, Rodriguez-Labrada e Fernandez-
Ruiz, 2017).

A degeneracao severa das células de Purkinje gera fenotipos ataxicos caracteristicos e
sintomas como a dificuldade na fala, nistagismo (movimentos oculares involuntarios ritmicos)
e dismetria ocular (erro de medicao apds atos musculares) sao frequentes (Revisto em
Egorova e Bezprozvanny, 2019). A diminuicao da velocidade das sacadas oculares é outra
caracteristica predominante nesta doenga, revelando-se uma ferramenta importante para o
diagnostico e progndstico da doenga, uma vez que quanto maior a expansao de CAGs, maior
é a diminuigao da velocidade das sacadas oculares (Achsel, Stark e Lilhrmann, 2001; Velazquez-
Pérez et al., 2004). A progressao é frequente, levando a paralisia dos olhos nas dire¢oes
horizontal e vertical e é resultado da degeneragao progressiva dos neurodnios do tronco
cerebral oculomotor (Blrk et al., 1999; Klostermann et al., 1997). Outros sintomas que podem
ocorrer sao espasmos rapidos e involuntarios (mioclonia) e contragdes musculares
involuntarias de longa duragao (distonia) (Geschwind et al., 1997). No entanto, pacientes de
origens diferentes podem apresentar sintomas distintos, dentro dos descritos acima
(Auburger, 2012).

A ATXN2 mutante adquire fun¢oes toxicas, que resultam na morte de uma vasta
populacao neuronal no cerebelo, cortex cerebral, espinal medula, tronco cerebral, ganglios
basais, entre outras estruturas (Estrada et al, 1999; Rib et al., 2007; Seidel et al,, 2012). A
degeneracao dos lobos frontotemporais e da substancia nigra pode ocorrer levando a sintomas
da doenga de Parkinson (Zoghbi e Orr, 2000).

A ATXN2 é uma proteina citoplasmatica abundantemente expressa em diversos
tecidos e neuronios do corpo (Revisto por Jensen, Beylergil e Shaikh, 2019). Atualmente, sabe-
se que a ATXN?2 esta envolvida no processamento e metabolismo do RNA. No entanto, dado
que interage com varias proteinas, € provavel que esteja envolvida em muitas outras fungoes
(He e Parker, 2000; Neuwald e Koonin, 1998; Satterfield e Pallanck, 2006). Apos tradugao, a
proteina mutante forma corpos de inclusao predominantemente no citoplasma adquirindo um
ganho de fungao toxico (Huynh et al., 2003). Os mecanismos moleculares que parecem estar
envolvidos na SCA?2 sao agregagao, desregulagao da homeostase do cilcio, stress oxidativo,
disfungao da sinalizagao celular e da autofagia (Revisto por Egorova e Bezprozvanny, 2019).
Atualmente, nao ha cura para a SCA2, nem terapias que atrasem a sua progressao, apenas

tratamento sintomatico e cuidados paliativos.



1.6. Ataxia Espinocerebelosa Tipo 3

A ataxia espinocerebelosa tipo 3 (SCA3), também conhecida por doenga de Machado-
Joseph (MJD) é atualmente considerada a ataxia espinocerebelosa autossémica dominante mais
frequente em todo o mundo, com uma prevaléncia estimada de 3 casos por 100 000
individuos, apresentando elevada variabilidade entre regides (Revisto em Sullivan et al., 2019).
Por exemplo, em 2018, Martins e Sequeiros relataram a distribuicao da SCA3 a nivel mundial,
sendo mais frequente na China (62,1%), Brasil (59,6%), Portugal (57,8%), Tailandia (46,5%),
Alemanha (42%), Singapura (41%), Taiwan (32%), Franga (32%), Japao (28%), Holanda (28%),
Venezuela (25%), EUA (21%) e Espanha (15%). Por outro lado, a data, a SCA3 parecia estar
ausente na Grécia, Républica Checa, Chipre, Sri Lanka, Polonia, Finlandia e Sérvia; e
considerada rara na Turquia (0,6%) e na Africa do Sul (I,1%) (Martins e Sequeiros, 2018).

A SCA3 é causada por uma expansao instavel do trinucledtido CAG no exao 10 do
gene da ataxina-3 (ATXN3), localizado no cromossoma 14 (14q32.12) (Ichikawa et al., 2001;
Kawaguchi et al,, 1994). Individuos normais apresentam uma variagao de 10 a 5| repetigoes
de CAG, enquanto individuos doentes apresentam uma variagao de 55 a 87 repetigoes de
CAG (Revisto por Nobrega et al., 2018). Normalmente, o inicio dos sintomas surge entre os
20 e os 50 anos de idade e progridem ao longo do tempo (Coutinho e Andrade, 1978).

Os sintomas mais comuns sao ataxia cerebelar progressiva, que da origem a
descoordenagao motora e pode afetar o equilibrio, a marcha, a fala e o movimento ocular. No
entanto, a SCA3 também é caracterizada pela ocorréncia de espasticidade, distonia, rigidez,
disartria e disfagia. Outros sintomas como perda sensorial, perturbagdes do sono, fadiga,
disfuncao olfatéria, dor cronica, perda de peso, défice cognitivo e afetivo, alteragoes
psiquiatricas, défice de atengao e execucao, ansiedade e comportamentos depressivos podem
ser observados (Revisto em Costa e Paulson, 2012; Matos, Almeida e Nobrega, 2019;
Mcloughlin, Moore e Paulson, 2019; Mendonga et al, 2018). As caracteristicas clinicas
apresentam grande variabilidade, o que levou a classificagao da SCA3 em 5 tipos. Tal como
revisto por Costa e Paulson, o inicio dos sintomas da SCA3 do tipo | ocorre precocemente e
surge em individuos com uma média de idades de 24 anos. A progressao dos sintomas é rapida
e € caracterizada por fendtipos ataxicos, oftalmoplegia, sintomas piramidais, como
espasticidade e rigidez, e extrapiramidais, como distonia. O tipo Il é o mais frequente e ocorre
em doentes com inicio dos sintomas numa idade intermédia, aproximadamente 40 anos e é
caracterizado por ataxia cerebelar, com ou sem sintomas extrapiramidais, e oftalmoplegia. O
tipo lll é o segundo tipo mais prevalente e é caracterizado pelo inicio tardio, surge por volta

dos 46 anos e apresenta ataxia cerebelar, oftalmoplegia e alteragdes no sistema nervoso
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periférico, como neuronopatia motora e atrofia muscular. O tipo IV é raro e ocorre em
pacientes com um reduzido nimero de repeticoes de CAG. Caracteriza-se principalmente
pela ocorréncia de parkinsonismo lentamente progressivo. Por fim, o tipo V é caracterizado
por paraplegia espastica pura com ou sem ataxia cerebelar (Costa e Paulson, 2012). De um
modo geral, as consequéncias originam alteragoes nas varias regioes do cérebro, em particular
no tronco cerebral e levam a morte 10-15 anos apos o inicio dos sintomas (Revisto em Diallo
etal, 2018).

A SCA3 resulta na disfungao e perda neuronal de uma vasta gama de estruturas
cerebrais, tais como o tronco cerebral, cerebelo, talamo, ganglios de base e espinal medula. A
SCA3 também leva a degeneragao dos neurdnios no nucleo rubro, niucleo subtalamico, globo
palido, substancia nigra e dos nucleos dos nervos cranianos. No cerebelo, foi reportada a
degeneracao das células de Purkinje no vérmis cerebelar. Por outro lado, no cértex estas
células parecem ser preservadas. Os nucleos da coluna de Clarke e o corno anterior da espinal
medula também apresentam alteragoes (Durr et al., 1996; Munoz et al., 2002; Riib et al.,, 2003).

Na SCA3, a semelhanca das outras doengas de poliglutaminas, ocorre acumulagao de
corpos de inclusao insollveis que contém expansoes de poliglutaminas nas zonas cerebrais
afetadas. Contudo, outros estudos mostraram que estes agregados também podem ser
encontrados em zonas nao afetadas, nao existindo uma relagao evidente entre a degeneragao
das zonas afetadas e a distribuicao destes agregados (Paulson et al., 1997; Rub et al., 2006;
Schmidt et al., 1998).

A maior parte dos agregados encontram-se sob a forma de inclusdes nucleares
neuronais, ainda que também ocorram inclusoes citoplasmaticas neuronais e agregados em
axonios conhecidos por degenerarem na SCA3 (Revisto em Costa e Paulson, 2012;
Mcloughlin, Moore e Paulson, 2019). As inclusdes nucleares neuronais sao positivas para a
ubiquitina e contém outras proteinas, tais como proteinas de choque térmico, subunidades do
proteossoma, fatores de transcrigdo e outras proteinas com expansoes de poliglutaminas
(Hayashi, Kobayashi e Furuta, 2003; Seidel et al,, 2016, 2010). Por outro lado, as inclusoes
citoplasmaticas neuronais apresentam segmentos poliglutaminicos expandidos, sobretudo
negativos para a ubiquitina, e os agregados axonais sao positivos para a ubiquitina (Costa e
Paulson, 2012).

A ATXN3 é uma proteina de localizagao principal citoplasmatica e desempenha fungoes
ligadas a protedlise mediada por ubiquitina, sendo considerada uma desubiquitinase.
Atualmente, ainda nao esta totalmente compreendido o papel desempenhado pela ATXN3
mutante na neurodegeneragao e se a sua patogénese € devida a um ganho de fungao ou perda

de fungao (Burnett, Li e Pittman, 2003; Chai et al., 2004; Donaldson et al., 2003; Schmidt et al.,
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1998; Takahashi, Katada e Onodera, 2010). No entanto, varios estudos ao longo dos ultimos
anos identificaram mecanismos moleculares disfuncionais associados a ATXN3 mutante, tais
como: autofagia, modificagoes pods-tradugao, sistema ubiquitina-proteossoma, regulagao
transcripcional, entre outros (Revisto por Nobrega et al., 2018).

Atualmente nao existe uma terapéutica curativa para combater a doenca e apenas sao

utilizadas terapéuticas sintomaticas, assim como fisioterapia.

1.7. Ataxia Espinocerebelosa Tipo 6

A ataxia espinocerebelosa do tipo 6 (SCA6) é uma doenga neurodegenerativa,
autossémica dominante e estima-se que a sua prevaléncia seja de 0,02 a 0,3| casos em cada
100 000 individuos e atualmente nao existe tratamento para esta doenga neurodegenerativa
(Revisto em Casey e Gomez, 2019). A SCA6 é caracterizada por uma expansao anormal do
trinucledtido CAG no exao 47 do gene CACNA/A localizado no cromossoma [9p13.1-p13.2
(Catterall, 2004; Zhuchenko et al., 1997). Este gene codifica a subunidade alA (Ca,2.1) que
forma o poro dos canais de cilcio neuronais dependentes de voltagem do tipo P/Q. A
subunidade ol A tem uma distribuicao ubiqua, verificando-se uma maior expressao nas células
de Purkinje e granulares do cortex cerebelar (Hillman et al, 1991; Ishikawa et al, 1997;
Pietrobon, 2002; Westenbroek et al., 1995; Zhuchenko et al., 1997).

Individuos normais apresentam entre 4-18 repeticoes de CAG no C-terminal da
subunidade alA, enquanto individuos com a doenga apresentam entre 19-33 repetigoes
(Revisto em Du e Gomez, 2018). O inicio dos sintomas surge em média aos 50 anos (Stevanin
et al, 1997). Tal como nas outras doengas de poliglutaminas, e, de acordo com o comprimento
do segmento de CAG, pode surgir desde o inicio da vida até a idade adulta. Os sintomas
iniciais incluem frequentemente desequilibrio e instabilidade na marcha. Gradualmente ocorre
a progressaio da doenca e os pacientes apresentam marcha ataxica, disfagia, disartria,
nistagismo e descoordenagao severa dos membros (Gomez et al., 1997; Ishikawa et al., 1997;
Zhuchenko et al., 1997). A ocorréncia de disfungao cognitiva nao tinha sido ainda relatada, no
entanto, este tema tem gerado alguma discussao (Globas et al., 2003)(Suenaga et al., 2008). A
atrofia cerebelar é muito evidente, sendo considerada como disfungao cerebelar pura, na qual
ocorre degeneragao das células de Purkinje, essencialmente no vérmis cerebelar (Yang et al,
2000; Zhuchenko et al., 1997). Ao contrario das outras SCAs, nas quais se verifica disfungao e
degeneragao de outras zonas cerebrais, na SCA6 apenas se observa degeneragao restrita e
limitada dos neurdnios presentes no nucleo olivar inferior (Geschwind et al., 2016; Gomez et

al., 1997).



A mutagao no gene CACNAIA nao é exclusiva da SCA6, existindo duas outras doengas
semelhantes com heranga autossémica dominante em que os mecanismos de doenca estao
relacionados com alteragoes nos canais de calcio: a ataxia episodica do tipo 2 e a enxaqueca
hemplégica familiar (Griggs e Nutt, 1995; Ophoff et al., 1996). O diagnostico deve, por isso,
ser confirmado por testes genéticos.

Recentemente, estudos sugeriam duas teorias distintas para a patogénese da SCAG6.
Inicialmente, estudos apontavam que a patogénese da SCA6 era derivada de uma canalopatia
idnica, uma vez que a expansao de poliglutaminas perturba a funcao dos canais de calcio
dependentes de voltagem do tipo P/Q, que regulam processos intracelulares tais como a
secre¢ao, contragao, neurotransmissao e expressao génica (Matsuyama et al, 1999; Toru et
al, 2000). A outra teoria, e que atualmente é a mais aceite, sugere que a expansao do trato
de poliglutaminas é responsavel pela patogénese da SCA6, partilhando os mecanismos
patogénicos das outras doengas de poliglutaminas. O modelo patogénico da SCA6
compreende que a expansao de poliglutaminas no C-terminal da subunidade al A é clivada e,
apos translocagao para o nucleo, torna-se toxica, originando a SCA6 (Kordasiewicz et al.,
2006).

O gene CACNAIA codifica um mRNA bicistronico que da origem a duas proteinas: a
subunidade alA e ao fator de transcrigao al ACT. O fator de transcrigao al ACT regula a
expressao de genes importantes no desenvolvimento das células de Purkinje e diferenciagao
neuronal (Du et al., 2013; Du, Semler e Gomez, 2014). A desregulagao da transcrigao causada
pela expansao do segmento poliglutaminico no fator de transcricio a|l ACT altera a sua fungao
transcripcional, causa morte celular em cultura, origina atrofia cerebelar e fendtipos
semelhantes aos observados na SCA6 em murganhos transgénicos (Du et al.,, 2013). Por fim,
estes resultados indicam que a expansao de poliglutaminas, ao prejudicar a viabilidade do fator
de transcricao alACT, bem como a subunidade alA origina SCA6. Deste modo, sera
necessario um melhor entendimento sobre o gene, as suas proteinas e os mecanismos

moleculares subjacentes, para que possa ser possivel desenvolver terapias para a SCA6.

1.8. Ataxia Espinocerebelosa Tipo 7

A ataxia espinocerebelosa tipo 7 (SCA7) é uma doenga neurodegenerativa,
autossomica dominante e é considerada a ataxia menos comum, com uma prevaléncia global
estimada inferior a | pessoa em cada 300 000 individuos e surge com maior frequéncia no

norte de Africa e na Europa (Garcia-Velizquez et al,, 2014; Spada, 2020).



A SCA7 é causada pela expansao anormal do trinucledtido CAG no gene ATXN7 que
esta localizado no cromossoma 3p12-21.1 (Holmberg et al., 1995). Este gene codifica a ataxina-
7 (ATXNY7), que tem uma distribuicao ubiqua e é um dos componentes do complexo Spt-Ada-
Gen5-Acetyltransferase (SAGA), um complexo altamente conservado e que esta envolvido na
regulacao da transcrigao (Helmlinger et al., 2006; Sanders et al., 2002; Scheel et al., 2003). O
complexo SAGA contém dois moédulos enzimaticos e regula a transcricao através da
modificagao das histonas: a acetilagao realizada pela histona acetil-transferase (HAT), que
permite a descompactacdo da cromatina e a ligacdo dos fatores de transcricao, e a
desubiquitinagcao (DUB) que é essencial para a manter a ativagao da transcrigao (Revisto por
Koutelou, Hirsch e Dent, 201 1). A ATXNY7 faz parte do médulo DUB em conjunto com outras
moléculas. O gene ATXN7 contém trés sinais localizagao nuclear e um sinal de exportacao
nuclear, e da origem a duas isoformas da proteina: a ATXN7a que se encontra essencialmente
no nucleo e a ATXN7b no citoplasma. Calcula-se que a localizagao destas duas isoformas se
deve a uma extensao no C-terminal existente na ATXN7b (Einum et al., 2003; Helmlinger et
al, 2004). Atualmente, ainda nao é claro qual das duas isoformas é responsavel pela
patogenicidade da SCA7, bem como qual a fungao da ATXN7 no citoplasma.

Individuos que apresentam um numero de repeticoes de CAG entre 4-36 nao
manifestam a doenga. Quando o numero de repeticoes de CAG é superior a 36 surgem
manifesta¢oes clinicas da doenga, podendo alcangar valores superiores a 460 repeticoes. A
SCA7 é, por isso, a doenga de poliglutaminas que apresenta maior tendéncia para expansao
do segmento poliglutaminico entre geragdes. No entanto, o mais frequente é observar
repeticoes de CAG que variam entre 36-55. Alelos com repeti¢oes superiores a 70 CAGs dao
origem a um inicio juvenil, em que a doenga se torna mais severa e com desenvolvimento mais
acelerado. As manifestagoes clinicas que caracterizam a SCA7 sao a ataxia cerebelar e a
degeneragao macular que leva a cegueira. Para elevados nimeros de repeticoes de CAG,
frequentemente surge disfungao da visao que evolui para a cegueira e posteriormente ataxia
cerebelar, enquanto para menores numeros de repeticoes, se verifica o oposto (David et al.,
1998; Johansson et al., 1998; Michalik, Martin e Broeckhoven, 2004; Warrenburg et al., 2001).

O inicio dos sintomas surge com mais frequéncia entre os 20 e os 40 anos de idade
(Revisto em Martin, 2012). Outras manifestagoes clinicas frequentes sao, disfagia, disartria,
diminuicao da velocidade das sacadas oculares, oftalmoplegia e sinais piramidais, que sao
causados pela degeneragao e morte neuronal das células de Purkinje, nlcleo olivar inferior,
base da ponte e neurdnios presentes na camada granular do cerebelo, ainda que em menor
extensao. A perda neuronal noutras estruturas cerebrais, sao frequentemente relatadas em

individuos que manifestam inicio tardio da doenga. A caracteristica que permite distinguir a
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SCA7 de outras doengas de poliglutaminas é a disfungao dos fotorrecetores do cone,
comprometendo a visao das cores que progride para a degeneragao do cone-bastonete
culminando em cegueira (Giunti et al., 1999; Michalik, Martin e Broeckhoven, 2004; Rub et al.,
2005, 2008). A acumulacao de agregados de ATXN7 mutante no nucleo dos neuronios surge
em tecidos afetados e nao afetados. A toxicidade gerada por estes agregados ainda nao € clara;
no entanto, acredita-se que o enrolamento anormal da proteina mutante origina as espécies
mais toxicas. A proteolise também é responsavel pela acumulagao e toxicidade de fragmentos
proteicos. A ATXN7 mutante é clivada pela caspase-7, que da origem a fragmentos contendo
as expansoes de poliglutaminas que aparentam ser mais toxicas que a ATXN7 mutante de
comprimento total (Garden et al., 2002; Yoo et al., 2003; Young et al., 2007).

Apesar da forte investigagdo em torno da SCA7 tenha permitido um maior
entendimento sobre a doenga, os mecanismos da doenga ainda nao sao conhecidos para que

seja possivel o desenvolvimento de uma terapia eficaz para o seu tratamento.

1.9. Ataxia Espinocerebelosa Tipo 17

A ataxia espinocerebelosa tipo 17 (SCA17) é uma doenca hereditaria, autossomica
dominante e estima-se que a sua prevaléncia seja de 0,47 em cada | 000 000 e foram
reportadas menos de 100 familias com SCAI7 em todo o mundo (Maruyama et al., 2002;
Toyoshima et al., 2019). A SCA17 é caracterizada por uma expansao de poliglutaminas no gene
da proteina de ligagao ao TATA (TBP), uma subunidade do fator de transcrigao Il D (TFIID)
que compoe o complexo de pré-iniciagao da transcrigao em células eucarioticas. A TBP é um
fator de transcricio amplamente expresso que desempenha um papel fundamental na
transcrigao génica e que se localiza no exao 3 do cromossoma 6q27 (Dantonel et al., 1999;
Koide et al.,, 1999; Martianov, Viville e Davidson, 2002; Nakamura et al., 2001). Na SCA17, os
segmentos expandidos sao caracterizados por repeticoes de CAG, na qual ocorrem
interrupcoes de CAA, que aparentam conferir estabilidade ao segmento poliglutaminico
aquando da transmissao entre geragoes, o que da origem a uma antecipagao muito reduzida.
A SCAI7 apresenta elevada variabilidade fenotipica que inclui ataxia, deméncia, transtornos
psiquiatricos e coreia (Dorsman et al., 2002; Koutsis et al., 2014). Uma vez que algumas das
suas manifestagoes clinicas se assemelham a doenca de Huntington, esta foi chamada de
Doenca de Huntington Tipo-4 (Stevanin e Brice, 2008).

Alelos normais incluem 25 a 42 repeticoes de CAG/CAA. A maioria dos alelos
mutantes na SCAI17 variam entre 46 a 55 CAG/CAA e as manifestagoes clinicas frequentes
sao ataxia cerebelar, sinais piramidais como espasticidade e rigidez, movimentos involuntarios

que incluem coreia e distonia, disfungao cognitiva, deméncia, parkinsonismo e alteragoes
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psiquiatricas (Koide et al., 1999; Nakamura et al., 2001; Rolfs et al., 2003; Silveira et al., 2002).
Repeticoes entre 41 e 49 foram consideradas como uma gama intermediaria, na qual existe
penetrancia incompleta (Doherty, Warner e Lees, 2014; Nanda et al., 2007). Estas evidéncias
nao permitem, por isso, distinguir o nUmero de repeti¢coes que resulta em patogenicidade. O
numero maximo de repeticoes reportado até a data é de 66 CAG/CAA (Maltecca et al., 2003).
Repeticoes superiores a 62 CAG/CAA geralmente dao origem a forma juvenil da doenca, que
progride rapidamente e leva a morte precoce. As manifestagoes clinicas caracteristicas da
forma juvenil sao ataxia, deterioracgao intelectual, alteragoes psiquiatricas, fraqueza muscular,
atraso no crescimento (Koide et al., 1999; Maltecca et al., 2003). A idade média do inicio dos
sintomas € aos 35 anos, com um tempo de vida médio de 20 anos; no entanto, o inicio dos
sintomas pode variar entre os 3 e os 75 anos (Monin et al., 2015; Stevanin e Brice, 2008).

A neuropatologia é caracterizada por atrofia cerebral e cerebelar, com degeneragao
das células de Purkinje, mas também do nicleo dentado. Verifica-se atrofia de estruturas
presentes nos ganglios basais: o estriado, principalmente no nucleo caudado e putamen, e a
substancia nigra. Ocorre ainda neurodegeneragao de estruturas corticais como hipocampo,
giros cingulado e para-hipocampal e do tronco cerebral como o nucleo olivar inferior
(Nakamura et al., 2001; Rolfs et al., 2003; Seidel et al,, 2012). A semelhanca das outras doencas
de poliglutaminas, também na SCAI7 foi possivel verificar a formacio de agregados
intranucleares de TBP mutante em varias regioes cerebrais que contém proteinas de choque
térmico e ubiquitina, assim como a protedlise da TBP mutante em fragmentos que contém as
expansoes de poliglutaminas que incluem os agregados proteicos (Fujigasaki et al, 2001;
Nakamura et al., 2001). O mecanismo subjacente a SCA|7 pode estar envolvido com o ganho
de fungao toxico conferido pela expansao de poliglutaminas ou pela desregulagao da

transcrigao derivada da alteragao genética da TBP.
2. Genes e Polimorfismos genéticos nas Doencas de Poliglutaminas

O carater monogénico das doengas de poliglutaminas torna-as candidatas ideais ao
desenvolvimento de terapias génicas. A terapia génica inclui varias estratégias, das quais o
silenciamento do mRNA ou edi¢ao do gene que origina a proteina mutante, parecem ser as
mais atraentes, uma vez que inibem o ganho de funcao toxico da proteina mutante, permitindo
o ideal funcionamento das diversas regioes cerebrais afetadas da doenca (Revisto por Matos
et al, 2018). A terapia génica pode ser realizada de duas formas; |) edigao ou silenciamento
especifico do alelo mutante, mantendo a tradugao da proteina nativa ou, 2) por edi¢ao ou

silenciamento nao especifico, i.e., que conduz ao silenciamento de ambos os alelos. A escolha

18



da terapia a utilizar deve ter em consideracao a importancia das fungdes biologicas
desempenhadas pelas proteinas nativas (Rodriguez-Lebron e Paulson, 2006; Scholefield e
Wood, 2009).

O facto de as doengas de poliglutaminas serem autossémicas dominantes traz consigo
a elevada probabilidade de ocorrer partilha de polimorfismos de nucleétido unico (SNP) entre
geragoes. SNPs consistem na variagao de um nucle6tido numa regiao especifica da sequéncia
de DNA que nao pode ocorrer com uma frequéncia superior a 1% na populagao (Crawford e
Nickerson, 2005). Estes SNPs ao se encontrarem no gene mutante, permitem distinguir os
alelos normais e mutante. Individuos heterozigéticos para as repeticoes de CAG tiram
vantagem das terapias de silenciamento alelo especifico através dos SNPs, que surgem como
uma estratégia terapéutica, uma vez que permite manter a proteina nativa e as suas fungoes
biologicas. As abordagens utilizadas compreendem assim a ligagdo de uma sequéncia
nucleotidica especifica ao SNP presente no gene, no pré-mRNA ou no mRNA impedindo a

finalizagao da tradugao deste (Kay et al., 2014).

2.1. Doenca de Huntington

Localizado no brago pequeno do cromossoma 4, o gene da HTT estende-se por |80
kilobases (kb) no DNA gendmico e compreende 67 exoes que variam entre 48 pares de bases
(pb) e 138 pb. A HTT é altamente conservada entre vertebrados e contém 3144 aminoacidos,
apresentando um peso molecular de aproximadamente 348 kiloDaltons (kDa). O peso
molecular da HTT pode variar, dependendo do nimero de CAGs localizados no exao |, que
se encontra apods a regiao N-terminal, que contém |7 aminoacidos (N17) (Ambrose et al.,
1994; Hoogeveen et al., 1993; Mcfarland e Cha, 201 |; Parsons e Raymond, 2015; Zuccato,
Valenza e Cattaneo, 2010). O papel critico da regiao NI7 foi identificada em segmentos
expandidos, uma vez que promove a formagao de agregados proteicos e alteragoes dos niveis
de calcio intracelular (Rockabrand et al, 2007). A seguir a regiao N7, segue-se uma regiao
rica em prolina (polyP) que contém uma hélice de prolina-prolina e apresenta uma estrutura
rigida que pode dar origem a estabilizagao dos segmentos de poliglutaminas, promovendo a
formacao de inclusées (Revisto em Saudou e Humbert, 2016). A regiao polyP é seguida de
varias unidades repetidas de cerca de 50 aminoacidos ao longo da sequéncia, chamadas de
repeticoes HEAT, que é a sigla de quatro proteinas onde estas repeticoes se encontram: HTT,
Fator de alongamento 3, Proteina fosfatase 2° e a quinase de levedura TORI, que
desempenham um papel importante nas interagoes entre proteinas e apresentam-se em 4

grupos (Andrade e Bork, 1995; Li et al., 2006; Zuccato, Valenza e Cattaneo, 2010).



Lin et al. identificaram dois transcritos resultantes do gene da HTT, que apresentam
uma diferenga de 3 kb em comprimento, na regiao nao traduzida 3’ (3’'UTR), mas que dao
origem a mesma proteina (Lin et al, 1993). Os transcritos apresentam 10,3 e 13,7 kb e
encontram-se amplamente distribuidos pelos tecidos e células, ainda que, o transcrito maior
foi encontrado predominantemente no cérebro (Lin et al, 1993). Recentemente, foram
também descritas novas variantes da HTT, com base no splicing alternativo; que, apesar de
pouco comuns, podem ser interessantes na patogénese da HD. Isto porque cada transcrito
codifica uma isoforma com fungoes celulares especificas e o seu estudo pode fornecer mais
informagao sobre a fungao normal da HTT, que ainda nao é totalmente entendida (Hughes et
al., 2014; Ruzo et al., 2015). Por fim, a HTT possui um sinal de exportagao nuclear altamente
conservado, no terminal carboxilo (aminoacidos 2397-2406) e um sinal de localizagao nuclear,
localizado nos aminoacidos |182-1190 (Bessert et al., 1995; Xia et al., 2003).

Varios SNPs exoénicos tém sido identificados no gene HTT e associados ao alelo
mutante. O SNP rs149109767, por exemplo, localizado no exao 58, caracteriza-se pela
delegao de 3 pb nas posigoes 2642-2645 (delecao do acido glutamico, A2642) ), , encontrando-
se fortemente associado ao alelo expandido (ver Figura | e Tabela 2) (Ambrose et al,, 1994;
Novelletto et al., |994). Bilsen e colaboradores identificaram outro SNP que podera identificar
o alelo mutante de HTT, o SNP rs363125 (Bilsen et al., 2008). Este SNP esta presente no exao
39 e é caracterizado pela troca de uma adenina (A) por citosina (C) (com a C ligada a expansao
de CAG). Pfister e colaboradores identificaram outro SNP (rs362307), presente na regiao nao
traduzida 3’'UTR/exao 67, e com uma heterozigotia superior a 48% em individuos americanos
e europeus com HD. No mesmo estudo, verificaram que ao alcangar de forma efetiva 3 SNPs
exonicos presentes no gene HTT (e.g. rs363125 — exao 39, rs362273 — exao 57 e o rs362307
— 3’UTR/exao 67) poder-se-a proporcionar uma terapia alelo-especifica para mais de 70% dos
individuos com HD na populagao americana e europeia (Pfister et al., 2009).

Para além dos SNPs exonicos, SNPs intronicos também tém sido estudados no gene
HTT. Um dos quais € o SNP rs7685686, um SNP intrénico localizado no intrao 42 e com o
alelo A em forte associagao a expansao de CAGs em doentes de origem Caucasiana (ver

Figura 1) (Carroll et al., 201 |; Ostergaard et al., 2013).
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Mais recentemente, varios grupos tém usado a tecnologia CRISPR-Cas9 para alvejar
SNPs em HD. Exemplo disso, sao os SNPs: rs 16843804, localizado no intrao 3, e os rs1313774
e rs2857935, localizados a montante da regiao 5’UTR do gene HTT (Monteys et al., 2017; Shin
et al., 2016). Por fim, os SNPs rs6446723 localizado no intrao 10 e os SNPs rs362331 e
rs2276881 localizados no exoes 50 e 60, respetivamente, também tem sido alvo de diversos
estudos — ver também Figura | (Drouet et al., 2014; Miller et al, 2017; Miniarikova et al.,
2016; Southwell et al., 2013, 2014, 2018).

Com base na individualidade de cada SNP ¢ possivel criar haplétipos. Um haplétipo é
caracterizado por uma combinagao de alelos num organismo, que sao herdados em conjunto
ao longo do mesmo cromossoma e permitem identificar associagoes fundamentais entre SNPs.
No contexto de HD, Warby e colaboradores identificaram um haplétipo, constituido por 22
SNPs (rs2857936; rs12506200; rs762855; rs3856973; rs2024115; rs363081; rs363075;
rs363064; rs3025849; rs363102; rs4690073; rs3025838: rs363099; rs363096; rs2298967;
rs362322; rs2276881; rs362272; rs362310; rs362307; rs362303; e rsl006798), que se
encontra fortemente enriquecido (95%) em doentes com HD e em individuos que apresentam
alelos intermédios (83%) de origem europeia. Contudo, este haplotipo nao foi identificado em
populagoes presentes na China, Japao e Nigéria (Warby et al, 2009). No mesmo ano,
Lombardi et al. mostrou que mais de 86% de uma coorte de pacientes HD de origem europeia,
eram heterozigéticos para pelo menos um SNP, de um conjunto de 26 SNPs presentes no
gene HTT (Lombardi et al.,, 2009). Através de analise combinatoria, verificaram que ao alcangar
de forma efetiva 7 destes SNPs (rs362331, rs35892913, rs362307, rs362267, rs227688l,
rs17781557, rs363125) poder-se-a tratar mais de 85% dos doentes HD europeus.

Em 2012, um estudo levado a cabo por Lee et al. (2012), identificou 40 SNPs
significativamente associados a expansao de CAGs na HD em individuos de origem europeia.
Destes, destacaram-se dois SNPs fora do gene HTT: o SNP rs12641989, pertencente ao gene
RGS12 e o SNP rs11248108 pertencente ao gene RNF4, localizados a 343 e 600 kb da expansao
de CAG, respetivamente. Estes dois SNPs juntos marcaram um haplétipo de
aproximadamente 938 kb associado a expansao de CAGs mutante com elevada prevaléncia
numa populagao de ancestralidade europeia (Lee et al., 2012). No entanto, uma vez que estes
SNPs se encontram a elevadas distancias do gene em estudo, acabaram por gerar uma
associagao “sintética”. Assim, foram excluidos para permitir a identificagao de haplétipos HD
constituidos por SNPs em HTT. Esta alteragao permitiu obter sete haplotipos HD distintos,
designados HTT_Hap_| a HTT_Hap_7, com base em 21 SNPs identificados em individuos de
origem europeia (rs2857845; rs2471347; rs2798296; rs3856973; rs2285086; rs10015979;
rs2071655; rs363082; rs363066; rs6855981; rs|1731237; rs363096; rs2298969; rs363092;
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rs916171;rs82333; rs110501; rs149109767; rs362272; rs2269499; rs3095073). Este haplotipo
esteve presente numa regiao de 938 kb e no qual se encontraram aproximadamente 83% dos
cromossomas HD em estudo (Lee et al,, 2012). Estudos posteriores, dos mesmos autores,
concluiram que ao utilizar trés combinagoes de apenas 10 SNPs: exoénicos, intronicos, ou
ambos, é possivel alcangar 93,8%, 97,0% ou 97,1% dos individuos heterozigéticos para a HD
em populagoes europeias, respetivamente (Lee et al., 2015).

Outro estudo, que incluiu um total de 3102 haplotipos, permitiu caracterizar os
haplotipos mais comuns para HD em quatro populagoes distintas de ancestralidade europeia
(Kay et al, 2015). Este identificou 3 haplotipos distintos (Al, A2 e A3), como os mais
relevantes para estratégia de silenciamento alelo-especifico da HTT mutante (Tabela 3) (Kay
et al, 2015). O haplotipo Al compreende trés SNPs: o rs362307 (exao 67/3’'UTR), o
rs149109767 (exao 58) e o rs72239206 (intrao 22). O ultimo corresponde a uma delec¢ao
intronica de 4 pb (AACTT) que também se encontra associada a expansao de CAGs. O
haplotipo A2 é composto por 5 polimorfismos que sao considerados os seus marcadores
especificos: rs363080 (intrao 16), rs2798235 (exao 6), rs363107 (intrao 22), rs362313 (intrao
61) e rs2530595 (exao 67/3’'UTR). Por fim, o haplotipo A3 compreende um subtipo especifico
de SNP, chamado de A3a: rsl 13407847 (intrao 47). Através deste estudo, foi possivel
demonstrar que, ao alcancar estes 3 haplétipos, era possivel tratar 80% dos pacientes de HD
em populagoes Canadianas Caucasianas, Suecas, Francesas e Italianas, em conjunto (Kay et al.,
2015). Na sequéncia destes trabalhos, Kay e colaboradores estenderam a analise de haplotipos
em populagoes com ancestrais Asiaticos, Africanos, Europeus e Americanos. O objetivo de
caracterizar haplotipos presentes noutras populagoes além da populagao europeia ou com
ancestrais europeus, possibilita assim o desenvolvimento de terapias alelo-especificas para um
maior numero de doentes HD. Neste estudo, foram identificados SNP extragénicos presentes
numa janela de I,| mega par de bases (Mb), onde se insere o gene HTT (chr4: 2400000-
3500000), e foi avaliada a sua presenga nos haplétipos anteriormente descritos (Kay et al.,
2015, 2019). No haplotipo Al, foram identificados 2 SNPs extragénicos: o rs140386112 e o
rs76034781— ver também Tabela 3. Assim, os SNPs rs362307 (exao 67/3'UTR), rs149109767
(exao 58), rs76034781 e rs1403861 12 do haplotipo Al encontram-se associados a populagoes
de origem europeia, latino-americanas e do sul da Asia, enquanto que o SNP rs72239206
(intrao 22) esta fortemente associado aos outros 4 marcadores Al na populagao europeia e
latino-americana, com excegao de um subconjunto na populagao sul asiatica, na qual surge
como um marcador individual (Kay et al, 2019). No mesmo estudo, os 5 marcadores
caracterizados anteriormente para o haplotipo A2 mantiveram-se. O SNP rs362313 (intrao

61) foi fortemente associado aos restantes marcadores em populagdoes com ancestrais
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europeus e sul asiaticos. No entanto, este SNP foi associado sozinho, e de forma exclusiva,
em populagdes com ancestrais africanos. Por fim, o haplétipo A3a manteve o SNP
rs|113407847 (intrao 47), encontrado populagoes europeias, com ancestrais europeus e sul
asiaticas.

Em suma, este estudo de analise de haplotipos identificou o haplotipo A2 como o mais
comum nos individuos HD em estudo, sendo detetado em populagoes sul asiaticas (57%), do
oriente médio (93%) e do centro/sul de Itdlia (59%). Por outro lado, o haplotipo Al apresentou
maior frequéncia no norte de Itilia (41%), onde o haplotipo A2 apresentou uma prevaléncia
de 36% (Kay et al, 2019). Em conjunto, o alcance dos haplotipos Al e A2, como estratégia
terapéutica para HD, ira permitir o tratamento a mais de 63% dos individuos HD nas
populagoes onde foram identificados (ver Tabela 3). Ao adicionar o haplétipo A3a seria

possivel aumentar este nimero para 80%, em populagoes europeias e com ancestrais europeus

(Kay et al., 2019).
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Figura |- Localizagao dos polimorfismos de nucleétido Unico nas doengas de poliglutaminas.

Os SNPs apresentados representam a populagdio normal, com base no GenBank (NCBI). SNPs indicados a
negrito encontram-se associados a expansao de CAGs, quando aplicavel. SNPs indicados a vermelho,
encontram-se associados a expansio de CAGs e nao se encontram representados no GenBank (NCBI)

associados a populagao normal.
* SNPs identificados que constituem haplétipos. Para a HD nido foram representados os SNPs que caracterizam

haplotipos devido ao seu nimero elevado.
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2.2. Atrofia Muscular Bulboespinal

O gene AR esta localizado no brago curto do cromossoma X (ql I-12), é constituido
por 8 exdes e apresenta um comprimento superior a 90 kb (Spada et al., 1991). De um modo
geral, o AR de individuos normais é composto por 919 aminoacidos; no entanto, cromossomas
expandidos apresentam comprimentos diferentes (Revisto por Cortes e Spada, 2018). A
expansao de poliglutaminas localiza-se no primeiro exao do gene AR (Spada et al., 1991). Como
referido acima, os AR atuam como fatores de transcricao dependentes de ligagao por
androgénios (Gelmann, 2002; MacLean et al.,, 1993).

A semelhanca dos outros recetores nucleares de hormonas esterdides e tiroideias, €
constituido por trés dominios funcionais: o dominio de transativagao N-terminal, o dominio
de ligagao ao DNA e o dominio de ligagao a androgénios (Fischbeck, 2016; Spada et al., 1991).
O dominio de ligagao ao DNA é o dominio mais conservado dentro da familia dos recetores
nucleares de hormonas esteroides e tirdideias e é constituido por duas zinc fingers, essenciais
para que ocorra a ligagao do AR a regioes regulatorias do gene alvo, conhecidas como
elementos de resposta a androgenos. Entre o dominio de ligagao ao DNA e o dominio de
ligagao a androgénios existe uma regiao composta por uma dobradiga. O AR possui um sinal
de localizagao nuclear que se encontra entre o dominio de ligagao a androgénios e a regiao
dobradiga (aminoacidos 617-633) que tem como fungao realizar a translocagao do AR para o
nucleo. Também contém um sinal de exportagao nuclear, responsavel pela exportagao do AR
para o citoplasma, onde fica retido, na auséncia de ligando, num complexo de proteinas de
choque térmico. Este complexo é dissociado apés a ligagao de androgénios (testosterona ou
di-hidrotestosterona) e permite a ativagao de fungdes entre os terminais amina e carboxilico,
que apds a chegada ao nucleo e a sua dimerizagao interage com os elementos de resposta a
andrégenos em regioes alvo, regulando a transcricao (Davey e Grossmann, 2016; Fischbeck,
2016; Matsumoto et al., 2013).

Até ao momento, nao foram descritos SNPs associados a expansao de poliglutaminas
na SBMA. O desenvolvimento de terapias alelo especificas para a SBMA carece por isso da
identificacdo destes polimorfismos. No entanto, varios grupos tém realizado estudos de
silenciamento do AR mutante na DRPLA, em que o alvo sao as repeticoes expandidas, uma
estratégia terapéutica alternativa (Hirunagi et al.,, 2021; Lieberman et al., 2014; Sahashi et al.,

2015).
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2.3. Atrofia Dentato-Rubro-Palido-Luisiana

O gene da ATNI estende-se por aproximadamente 20 kb, é composto por 10 exoes
e a expansao de CAGs localiza-se no exao 5, a 1462 pb do codao de iniciagao metionina
(Nagafuchi et al, 1994; Onodera et al., 1995). Ao clonar o DNA complementar (cDNA) do
gene ATNI, Onodera et al. relatou uma massa molecular prevista de 125 kDa, composta por
[ 185 aminodacidos (Onodera et al., 1995). Também, Yazawa e colaboradores identificaram a
proteina da DRPLA (ATNI) em cérebros humanos de adultos normais com um peso
molecular de aproximadamente 190 kDa e de aproximadamente 205 kDa em cérebros de
doentes DRPLA (Yazawa et al., 1995). Atualmente, sabe-se que através do splicing alternativo
sao obtidos dois transcritos (NCBI-GenBank: NM_001007026.2, NM_001940.4) que
codificam a mesma  proteina, com 1190  aminoacidos (NCBI-ATNI:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1822).

A ATNI é constituida por segmentos ricos em serina, repeticoes de glutaminas com
comprimento variavel, poliprolina e uma regiao que compreende residuos acidos e basicos
alternados. Por fim, contém um sinal de localizagao nuclear na regiao N-terminal e um sinal
de exportagao nuclear na regiao C-terminal (Margolis et al., 1996; Nucifora et al, 2003;
Onodera et al., 1995).

Com o objetivo de definir haplotipos associados a repeticoes de CAGs normais e
expandidas que permitam distinguir populagoes, Yanagisawa e colaboradores identificaram os
SNPs rs34199021 e rs2071075, localizados nos introes | e 3 do gene da ATNI,
respetivamente (ver Figura | e Tabela 4). Assim, chamaram sistema A ao SNP rs34199021,
e designaram os alelos como Al e A2, quando estao presentes os nucleétidos A e G (guanina),
respetivamente. Da mesma forma designaram sistema B ao SNP rs2071075, que compreende
os alelos Bl e B2, com os nucleétidos T (timina) e C, respetivamente. O haplotipo
caracterizado por Al-Bl (A_T) foi identificado em todos os alelos com repeticoes de CAG
na gama normal pré-expandida e expandida na populagao japonesa em estudo. O mesmo nao
se verifica em populagoes de origem africana. Pacientes DRPLA de origem caucasiana com
repeticoes expandidas também apresentaram o haplétipo Al-Bl (A_T), ao contrario dos
individuos normais (Yanagisawa et al, 1996). Mais tarde, Martins e colegas identificaram o
haplotipo Al-Bl (A_T) em todos os alelos expandidos de 4 familias DRPLA de origem
portuguesa, com um total de 12 membros (Martins et al., 2003). Por outro lado, 67 individuos
de 20 familias de controlo raramente apresentaram este haplotipo. Também Aridon e
colaboradores identificaram o haplétipo previamente descrito por Yanagisawa et al. em 2

familias de origem italiana (Aridon et al, 2012). Além de terem sido identificado os SNPs
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previamente identificados Al-Bl (A_T) também foi adicionado outro SNP ao haplotipo
anteriormente caracterizado (Yanagisawa et al., 1996), o SNP rs2071076 (intrao 7). Este foi
identificado em todos os individuos estudados portadores de doenga, onde apresentou o
nucledtido C associado a expansao de poliglutaminas (ver Figura le Tabela 4). Ao identificar
o haplétipo inicialmente reportado em forte associagao na populagao japonesa, reforca a
hipotese da existéncia de um haplétipo comum de origem asiatica (Aridon et al., 2012;

Yanagisawa et al., 1996).
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2.4. Ataxia Espinocerebelosa Tipo |

O gene da ATXNI estende-se ao longo de 450 kb de DNA genémico, compreende 9
exoes e a expansao de CAG encontra-se no exao 8 (Banfi et al,, 1994; Mittal et al., 2005). A
ATXNI possui um peso molecular de 98 kDa e 816 aminodcidos, que pode variar consoante
o numero de glutaminas incluido (Matilla-Duenas, Goold e Giunti, 2008). Estruturalmente a
ATXNI é constituida pelas seguintes regioes:
® Regiao de poliglutaminas variavel (aminoacidos 197-226) (Chiara et al., 2003);
e Regiao AXH (ataxina-1/HBPI) (aminoacidos 570-689), uma regiao altamente
conservada entre a ATXNI e fator de transcri¢ao | da caixa do grupo de alta
mobilidade (HBPI), que permite a homodimerizagio da ATXNI e a sua
interacdo com o repressor transcripcional Capicua (CIC) (Chiara et al., 2003;
Kim et al,, 2013);
e Nos residuos 495-605 localiza-se a regiao de auto-associagao (Burright et al.,
1997);
e A regiao responsavel pela atividade de ligagao ao RNA, encontra-se no C-
terminal, mais concretamente nos residuos 541-767, que reduz a sua atividade,
a medida que o comprimento de poliglutaminas aumenta (Yue et al., 2001);
e Contém também um sinal de localizagao nuclear localizado nos residuos 795-

798, que promove a sua translocagao para o nucleo (Klement et al., 1998).

Em relagao aos polimorfismos associados a expansao de CAGs, Mittal e colegas
verificram que o haplétipo “C-4-C” (rs1476464-D6S5288-rs2075974) esta significativamente
associado a expansao de poliglutaminas em populagoes indianas. O SNP rs|476464, que
apresenta os nucleotidos C ou A, e o alelo 4 do microssatélite D6S288 localizam-se no intrao
7, enquanto que o SNP rs2075974 apresenta os nucleétidos C ou T, localizando-se no exao 8
(ver Figura | e Tabela 4) (Mittal et al, 2005). Mais tarde, Kumaran et al., ao efetuarem a
caracterizacio genética da SCA| de uma coorte de individuos do Sul da india identificou os
SNPs acima descritos, associados a expansao de poliglutaminas (Kumaran et al., 2014). Este
estudo sugeriu que estes SNPs podem ser utilizados como marcadores de diagnostico e para
terapias alelo especificas. Também Fiszer e colegas trabalharam com outro polimorfismo
associado a SCAI, o rs179990 (exao 8), caracterizado neste estudo, pela variagio Cou T. O
nucleétido T foi considerado o menor alelo, i.e. o segundo alelo mais comum na populagao, e
ocorre com uma frequéncia de aproximadamente 30% nos Estados Unidos em individuos
normais. Ja o nucleotido C foi associado a expansao de CAGs -ver também Tabela 4 (Fiszer

etal, 2012).
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2.5. Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2

O gene da ATXN2 é composto por 25 exoes, estende-se ao longo de 147 Mb e da
origem a um transcrito com 4699 pb (Revisto em Scoles e Pulst, 2018). A expansao de CAGs
encontra-se no exao |, com um comprimento variavel (Auburger, 2012). A ATXN2 de
murganhos apresenta homologia na ordem de 91% com a ATXN2 humana, o que revela ser
uma proteina altamente conservada entre espécies (Nechiporuk et al., 1998). Estudos levados
a cabo por Sanpei e colaboradores, identificaram dois coddes de iniciagdo que dao origem a
duas proteinas distintas: uma com 140kDa e 1321 aminoacidos, quando obtida a partir do
primeiro codao de iniciagao, e outra com 124kD e | 152 aminodcidos, quando obtido a partir
do segundo codao de iniciagao, localizado a montante das repetigoes CAG (Nechiporuk et al.,
1998; Sanpei et al., 1996; Scoles et al., 2012). A ATXN2 contém varios dominios funcionais
que permitem a sua interagao com varias proteinas. Os dominios Like Sm (LSm) e associados
a LSm (LSmAD), localizados na regiao N-terminal, sio dominios que apresentaram forte
homologia com os dominios das proteinas Sm, que quando reunidas, conduzem a formagao
de ribonucleoproteinas nucleares pequenas (snRNPs) e que estao envolvidas no splicing do
mRNA (Achsel, Stark e Lihrmann, 2001; Neuwald e Koonin, 1998). A descoberta destes
dominios evidenciou o possivel envolvimento da ATXN2 no metabolismo do RNA.

Relativamente aos polimorfismos genéticos identificados no gene da ATXN?2,
Choudhry e a sua equipa identificaram dois SNPs exonicos no exao |, nas posi¢oes 481 e 552
da sequéncia de mRNA. O SNP rs695871 contém o nucleétido G ou C, ja o rs695872 possui
T ou C. Através dos SNPs em estudo foram identificados dois haplétipos: o “GT” e o “CC”.
O haplotipo CC mostrou estar totalmente (100%) associado a expansao de poliglutaminas
numa populagao indiana, ao passo que esta presente em apenas 29,3% dos alelos normais. O
haplotipo GT foi detectado em 70,7% dos alelos normais (ver Figura | e Tabela 4)
(Choudhry et al., 2001). Mais tarde, Yu e colegas reportaram uma associagao significativa ente
o alelo pré-expandido“(CAG) 8CAA (CAG) 4CAA (CAG) 8’ com o haplétipo “TCGGGAT”
constituido por 7 SNPs caracteristico em individuos residentes em Utah (EUA) com ancestrais
Europeus. Estes correspondem aos SNPs rs593226, rs616513 e rs653178 presentes no intrao
I, o SNP rs695871 encontrado no exao | apds a expansao de CAG e por fim, os SNPs
rs3809274, rs1544396 e rs9300319 presentes na regiao nao traduzida 5’ do gene SCA2 (Yu
et al., 2005).

Mais tarde, Wang e colaboradores ao estudar 5 geragoes de uma familia chinesa com
82 individuos, na qual 16 individuos estavam afetados por SCA2 caracterizada essencialmente

por Parkinsonismo (SCA2-P) e 16 familias diagnosticadas com SCA2 caracterizada por ataxia
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(SCA2-A) identificou que todos os pacientes genotipados exibiram a presen¢a dos SNPs
rs695871 e rs695872 com o haplotipo CC-ver também Tabela 4 (Wang et al, 2015). Por
outro lado, o haplétipo GT nao estava presente, sugerindo que nao existem diferengas entre
SNPs para manifesta¢oes clinicas distintas (Wang et al., 2015). Neste estudo também foram
pesquisados os 7 SNPs identificados anteriormente por Yu et al, que caracterizaram o
haplotipo de individuos residentes em Utah (EUA) com ancestrais europeus, no entanto, estes
nao foram identificados em pacientes SCA2-A, nem SCA2-P, o que sugere a auséncia desse

haplotipo em doentes SCA-2 chineses (Wang et al., 2015).

2.6. Ataxia Espinocerebelosa Tipo 3

O gene da ATXN3 esta localizado no brago longo do cromossoma |4 e estende-se ao
longo de 48 Kb. E constituido por | | exdes e a expansio de CAGs localiza-se no exio 10, na
extremidade 5’. A ATXN3 apresenta um peso molecular de 42 kDa e da origem a uma elevada
variedade de transcritos e isoformas devido ao splicing alternativo (Bettencourt et al., 2010;
Ichikawa et al, 2001). A forma candnica da ATXN3 corresponde a isoforma 2 (P54252-2
UniProt), contém 361 aminoacidos e é considerada a mais prevalente. Esta, & composta
também por um dominio funcional na regiao N-terminal, o dominio Josephin, e por dominios
que interagem com a ubiquitina (UniProtKB-P54252 (ATX3_HUMAN):
https://www.uniprot.org/uniprot/P54252#P54252-2).

O primeiro estudo que identificou os dois haplétipos mais frequentes em doentes
SCA3, foi levado a cabo por Gaspar e colegas (Gaspar et al., 2001). Estes haplotipos foram
associados a trés SNPs distintos no gene da ATXN3: o SNP rs|048755 (A*’TG/G*°TG)
localizado no exdo 8, o SNP rs12895357 (C** GG/G’*GG) que se encontra no exao 10 e por
fim o SNP rs7158733 (TAA'"®/TAC'""®) localizado no intrio 10 (ver Figura | e Tabela 5)
(Gaspar et al, 2001; Martins e Sequeiros, 2018). O haplétipo A*’C’*’A'"'® (rs1048755-
rs12895357- rs7158733) foi identificado em familias de 16 paises diferentes, incluindo 4
continentes, sugerindo, a existéncia de um ancestral comum (Gaspar et al., 2001). Além disso,
este haplétipo encontrou-se presente em 72% das familias SCA3 da populagao em estudo, e
em apenas 2% das familias normais (Gaspar et al., 2001).

Mais tarde, um estudo mais abrangente envolvendo 20 populagoes de diferentes
origens incluiu trés SNPs adicionais: o rs12590497 (IVS6-30G>T; intrao 6), o rs16999141
(GTTY/GTC; exdo 7) e o rs3092822 (C''"*/A'"®; intrao 10) (Martins et al, 2007). Este
estudo reclassificou os dois haplétipos anteriores com base em eventos mutacionais, em:
TTACAC e GTGGCA (rs12590497; G/T - rs16999141; T - rs1048755; A/G - rs12895357;
C/G - rs7158733; A/IC - rs3092822; C/A) que caracterizam as linhagens Joseph e Machado,
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respetivamente. A nomenclatura destas linhagens tem origem na identificagao das primeiras
familias com SCA3, que foram encontradas na ilha das Flores (Joseph) e de Sao Miguel
(Machado) (Revisto por Martins e Sequeiros, 2018). O haplotipo TTACAC foi encontrado a
segregar com a expansao de poliglutaminas e esta altamente difundido pelo mundo. A sua
presenca foi relatada nos cinco continentes, em |9 populagoes das 20 estudadas. Este
haplotipo também apresentou a maior diversidade molecular entre familias japonesas,
sugerindo que a distribuicao mundial deste haplotipo tem origem asiatica. Por outro lado, o
haplotipo GTGGCA foi encontrado em maior frequéncia em familias Portuguesas, sugerindo

ser essa a sua origem (Martins et al., 2007; Martins e Sequeiros, 2018; Prudencio et al., 2020).

2.7. Ataxia Espinocerebelosa Tipo 6

O gene CACNAIA é composto por 49 exdes e da origem a subunidade alA, uma
proteina transmembranar com um peso molecular que varia de 195 a 280 kDa e 2261-2515
aminoacidos de acordo com os transcritos obtidos. Ja o fator de transcricao alACT é
traduzido a partir da regiao C-terminal da subunidade alA, da origem a uma proteina com um
peso molecular de 75 kDa (Veneziano et al., 2009; Zhuchenko et al., 1997).

A subunidade alA dos canais de cilcio é composta por 4 dominios funcionais (I-1V).
Cada um desses dominios € composto por seis segmentos transmembranares (S1-S6) e um
segmento formador de poro. O segmento formador de poro de cada um desses dominios,
interconectam-se para formar o poro central, que seletivamente permite a passagem de calcio
a partir da sua interagao com regioes de afinidade (Yue et al.,, 1997).

A investigacao em torno do gene CACNA/A, as proteinas e mecanismos moleculares
subjacentes é fundamental para um melhor entendimento sobre quais os mecanismos
envolvidos na patogénese da SCA6. Até a data nao foram identificados SNPs associados as
repeticoes expandidas para a SCA6 o que inviabiliza, na totalidade, o desenvolvimento de
terapias especificas de alelo com alvo aos SNPs. Mais estudos sao necessarios para que seja

possivel o desenvolvimento de terapias que permitam curar ou melhor a vida dos doentes

SCAGé.

34



[oAed1|de 0N :y¥N "odnojdey e seausdus1lad SN «

|0’y
(£10T “Ip 39 bnurey) (souedixaw srennsaduy) H 9v<l $66/68£9:€442 *19€H0/S4
p o'y
(£10T “Ip 32 bnuey) (0213 “elpuf) D 9D<V £80816£9:€442 «Tr/86/95
¥°££€000 WN
(9007 “Ip 39 843quaauD) (Ins op edLyY) v 71 oex3 /T1°€00000 DN
(6661 “Ip 12 UIUEARIS) (m1sy ‘edluyy 210N VN3 ‘Oplun ouRy) O 1'V<D 90+966£9:€442 6TLYLLES LVDS
(eneaasny 0l orny|
(£00T “Ip 12 sunJely) ‘edLyy ‘eIsy ‘edoung ‘edL3WY) /D 9D<1 6180L0T6 1442 *CT8T60ES
£ 0¥x3
(£00T “Ip 30 sun.e) (e1ensny ‘edyy ‘eisy ‘edouny ‘edldwy) | D'V<D TTEBOT6 Y 14U #1716669154
9 oeny|
(£00T “Ip 39 sunuely)  (Bleasny ‘edlyy ‘eisy ‘edoun3 ‘edRwy) /9 V<D 887€80T6 442 +L6¥065C |54
(eneaasny 0l orny|
(1002 “Ip 39 Jedsen) ‘edLyy ‘elsy ‘edoun3 ‘eduswy) D/Y 1Dv<D 6/80L0T6 1442 +€€/8G| /s
(10T ‘€10T “IP
19 €894qON ‘£00T “IP 18 43| 00T (eensny ‘eduyy ‘Bisy ‘edoung
“Ip 13 17 £71 0T “Ip 39 492814 {5 | 0T ‘eduwy -odnojdey wa opuend) H/D 01 oex3
“ID 15 OB5192U0D) {8OOT D 19 SOAlY) (WVN) D 1'9'v<D 0101£0T6% 1442 +LSES68T IS4
9°€66¥00 WN
(eneaasny 8 oex3 16'v10000 ON
(1002 “Ip 19 Jedses) ‘B2l ‘elsy ‘edoung ‘edL3wy) 5V 1<D | ¥#T80T6:H 1442 %SS/8b0 1S4 £VOS
(190N
(epeoynuapj oedeindod)  -jueguan) ewaoN (g1d'8gydum)
N_UC@LO.*OM_ 2)/e ] OWWCNA—XW © opeldossy o|d|vY OW&N-—-QQL SOIP|VY rwouas O.m...v_mom dNS NWCOOQ

/VDS @ £YDS BU ‘SO 9P s90suedxd SB SOPEBIDOSSE OdlUN OpIIO3[dNU P SOWSIJIoWI|od -§ Bldqe L

35



2.8. Ataxia Espinocerebelosa Tipo 7

O gene da ATXNY esta localizado no brago longo do cromossoma 3 e estende-se ao
longo de 140 kb de DNA genémico. E constituido por 13 exdes e 12 intrées que variam entre
69 a 979 pb e 40 a 233 pb, respetivamente. A expansao de CAGs encontra-se no exao 3
(Michalik et al., 1999). A ATXN7 contém trés sinais de localizagao nuclear e um sinal de
exportagao nuclear, mas evidéncias indicam que as diferentes localizagoes entre as duas
isoformas da proteina (ATXN7a com 892 aminoacidos e ATXN7b com 945 aminoacidos) se
devem as diferencas entre os terminais carboxilo (Einum et al., 2003). E também composta
por outros dominios funcionais: dominio ATXN7 (341-400 aminoacidos), altamente
conservado ao longo da evolugao, um dominio zinc-finger (126-171) e por fim, um dominio
encontrado apenas em vertebrados e definido por residuos polares, aromaticos e carregados
(705-835) (Einum et al., 2003).

Ao longo dos dltimos anos, tém vindo a ser identificados polimorfismos no gene da
ATXNY7 que se encontram em desequilibrio de ligagao com a expansao de poliglutaminas. Por
exemplo, Stevanin e colaboradores identificaram o SNP rs3774729, presente no exao 12
caracterizado pela presenca de uma G na posicio 3145 (G’'*TG) e que foi identificado
predominantemente em familias de doentes SCA7 de origem Anglo-Saxonica (Reino Unido e
EUA), Asia e do Norte de Africa, num estudo que envolveu 41 familias SCA7 de diferentes
origens (ver Figura le Tabela 5). Por outro lado, a presenga de A na mesma posigao
(A**TG) raramente foi associada ao alelo mutante, sendo mais frequente em familias de
doentes SCA7 Europeias(Stevanin et al, 1999). Com base no mesmo SNP, Greenberg e
colegas, identificaram a base adenina (A*'*TG) fortemente associada a pacientes com origem
sul africana (Greenberg et al., 2006).

Mais tarde, estudos levados a cabo por Faruq et al. concluiram que o SNP intronico
localizado a aproximadamente 6 kb da extremidade 3’ da repeticio de CAGs, rs6798742
(intrao 4), caracterizado pela alteracao do nucledtido T para C, esta fortemente associado a
alelos de risco e a expansao de poliglutaminas no gene da ATXN7, em populagées indiana e
mexicana (Faruq et al., 2017). Também foi identificado um haplotipo, constituido pelos SNPs
rs704361 (intrao |) com a alteragao T para G e rs6798742 (intrao 4) com a alteragao de T
para C, em doentes SCA7 com ancestrais mexicanos. Este haplétipo, caracterizado pelos
nucleétidos G-C foi identificado em mais de 57% dos individuos com alelos normais pré-

expandidos enquanto o haplétipo T-T foi identificado em apenas 1% (Faruq et al., 2017).
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2.9. Ataxia Espinocerebelosa Tipo 17

Localizado no brago longo do cromossoma 6, o gene da TBP estende-se ao longo de
aproximadamente |18Kb de DNA genémico. E composto por 8 exdes e codifica duas isoformas
da proteina: NM_001172085.2 e NM_003194.5 com 319 ou 339 aminoacidos, respetivamente
(NCBI-TBP: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6908).

A TBP é constituida por um dominio N-terminal variavel e um dominio C-terminal
altamente conservado. O dominio N-terminal, apesar de ser variavel, contém o segmento
poliglutaminico conservado entre vertebrados, ainda que varie no nimero de repetigoes entre
espécies (Gerber et al., 1994; Hernandez, 1993; Horikoshi et al., 1990; Shimada et al., 1999).
Este dominio modula a interagao entre proteinas e permite a ligagao ao DNA (Lescure et dl.,
1994). O dominio C-terminal (180 aminoacidos) apresenta semelhangas em mais de 75% de
todos os organismos, liga-se ao DNA e interage com fatores de transcricao e proteinas
regulatorias (Hernandez, 1993; Nikolov et al., 1992).

Apesar da investigagao em torno da SCAI7, atualmente ainda nao foram descritos
SNPs associados a esta doenga, sugerindo assim, a necessidade da identificagao destes
polimorfismos associados a expansao de CAGs, de modo a permitir o desenvolvimento de

estratégias terapéuticas.

3. Terapias de silenciamento alelo especificas nas doencas de

poliglutaminas

3.1. Doen¢a de Huntington

Utilizando o silenciamento alelo especifico paraa HT T mutante, Bilsen e colaboradores
alvejaram o SNP rs363125 (C/exao 39) (ver Tabela 6) (Bilsen et al., 2008). Este SNP apresenta
uma citosina associada a expansao de CAG, enquanto o alelo normal contém adenina (Bilsen
et al, 2008). Através da utilizagao de um RNA de interferéncia pequeno (siRNA) contra este
SNP foi possivel reduzir os niveis de mRNA do alelo mutante em aproximadamente 80%,
mantendo a expressao habitual do alelo normal, em fibroblastos de um paciente HD. O mesmo
se verificou para os niveis de proteina obtidos. Ja Zhang, Engelman e Friedlander utilizaram um
siRNA que tinha como alvo o SNP rs149109767 (A2642/exao 58), que reduziu a expressao
do mRNA da HTT mutante em 51%, e demonstrando seletividade do silenciamento apenas
do alelo mutante em fibroblastos de paciente HD (Zhang, Engelman e Friedlander, 2009).
Estudos posteriores realizados por Carroll et al. demonstraram que a diminuigao dos niveis

da HTT mutante pode também ser alcangada de forma potente e seletiva através do
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desenvolvimento de oligonucleétidos antisense (ASOs) modificados que tinham como alvo o
SNP rs7685686 (intrao 42), cuja base A, esta associado a expansao de CAGs. Estes estudos
foram realizados em linhas de murganhos transgénicos BACHD, caracterizados por expressar
a HTT mutante humana completa (Gray et al.,, 2008) e em linhas de murganhos transgénicos
YACI8, que expressa a HTT humana completa e normal, neste caso, contendo apenas |8
repeti¢oes de glutaminas (Carroll et al., 201 |). Foi obtido o silenciamento da HT T mutante na
ordem dos 53%, enquanto apenas aproximadamente 4% da proteina nativa foi silenciada (ver
também Tabela 6). Ja Ostergaard e colaboradores, no seguimento dos trabalhos de Carroll
et al., demonstraram que ao realizar alteragdes quimicas em posi¢oes especificas de ASOs é
possivel incrementar a seletividade e a poténcia para o SNP rs7685686 (Alintraio 42),
permitindo uma diminuicao dos niveis de transcrito-alvo e da proteina mutante num modelo
de murganho HD completamente humanizado (Hu97/18) (Southwell et al., 2013), sem alterar
a expressao do alelo normal (QOstergaard et al., 2013). Através deste estudo, seria possivel o
tratamento alelo-especifico de aproximadamente 49% das populagdes caucasianas portadoras
de HD (@stergaard et al., 2013).

Em 2014, Drouet e colegas desenvolveram oito shRNA (do inglés short hairpin RNA)
que tinham como alvo os 8 polimorfismos que surgem dos 4 SNPs presentes na regiao
codificante do gene da HTT, ou seja: rs363125 (exao 39, A ou C) rs36233| (exao 50, C ou
T), rs2276881 (exao 60, A ou G) e rs362307 (3’UTR/exao 67; C o T). Através da injecao de
vetores lentivirais que expressavam a HTT mutante e o SNP alvo no estriado de murganhos
adultos, e apos administragao dos shRNAs especificos para os SNPs rs362331 (exao 50, C ou
T) e rs2276881 (exao 60, A ou G), foi possivel verificar eficacia e seletividade do silenciamento
alelo especifico, através da redugao dos niveis de mMRNA da HTT mutante na ordem dos 80%,
em comparagao com os controlos, apos 4 semanas de tratamento. Também se verificou a
diminuigao do tamanho da lesao e do nimero de agregados de HTT, apds oito semanas de
tratamento. Ja os shRNAs especificos para os SNPs rs363125 (exao 39, A ou C) e rs362307
(exao 67 C o T) apesar de também terem mostrado eficacia ao alcangar os SNPs alvo, nao
foram seletivos ao apresentar uma degradagao do alelo oposto em cerca de 80% (ver Tabela
6) (Drouet et al., 2014).

No mesmo ano, Skotte e colegas realizaram modificagoes quimicas em ASOs que
foram avaliados em sistemas de triagem baseados na sua seletividade, toxicidade e diminuigao
dos niveis de HHT mutante mantendo os niveis normais, em culturas primarias de fibroblastos
humanos HD. O alvo foi o SNP rs7685686_A/G (Alintrao 42) e foram identificados dois ASOs,
A38 e A39. Ao estudar estes candidatos em culturas primarias de neurdnios de murganhos

HD humanizados (Hu97/18), observou-se que estes ASOs permitiriam uma terapéutica de
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silenciamento alelo especifico para 48,7% da populagao de HD sequenciada anteriormente
(Carroll et al, 2011; Skotte et al, 2014). Por outro lado, caso fosse considerada uma
terapéutica silenciamento alelo nao especifico para pacientes homozigéticos rs7685686_A/A,
44,9% também poderiam ser tratados. Assim, a utilizagao destas duas terapéuticas em conjunto
permitiria o tratamento de 93,6% dos pacientes de HD, na populagao em estudo. Quanto aos
6,4% de pacientes que nao poderiam ser alcancados por estes ASOs, 3,8% seriam
heterozigoticos, apresentando uma guanina no alelo mutante (rs7685686_G/A) e 2,6% seriam
homozigoticos com guanina em ambos (rs7685686_G/G) (Skotte et al, 2014). Através do
desenvolvimento de dois ASOs, XI| e X2, analogos aos anteriores, foi possivel observar o
knockdown da HTT mutante em neuroénios primarios de murganhos YACI28 (que contém um
transgene humano mutante com uma guanina em rs7685686 e gene homologo HTT normal
de murganho endogeno). Este trabalho mostrou que dois ASOs que tém como alvo duas
variantes alélicas do SNP rs7685686, poderiam permitir o tratamento para todos os pacientes
de HD de origem europeia (Carroll et al,, 201 |; Skotte et al., 2014).

Outros estudos, realizados em modelos de murganhos HD humanizados (Hu97/18),
permitiram identificar 4 novos ASOs quimicamente modificados que silenciam a HTT mutante
de forma potente e seletiva através de uma injegao intracerebroventricular, pelo menos
durante 16 semanas (Southwell et al, 2014). Trés destes ASOs tiveram como alvo o SNP
rs7685686 (Alintrao 42) e um ASO teve como alvo o SNP rs6446723 (T/intrao 10). Foi
verificada a redugao da HTT mutante em valores superiores a 79% e inferiores a 8% para a
proteina nativa. Ambos apresentaram boa atividade, quando administrados em doses
pequenas, boa tolerabilidade e seletividade, mesmo quando administrados em doses elevadas,
o que lhes conferiu caracteristicas promissoras para o desenvolvimento de uma terapia para
HD (ver Tabela 6) (Southwell et al., 2014). Em 2016, Miniarikova et al. otimizou micro-RNAs
(miRNAs) artificiais, nos quais teve em consideragdo parametros como a eficacia do
silenciamento da HTT mutante, a seletividade de alelo e o padrao de processamento de pri-
miRNAs (Miniarikova et al., 2016). Os alvos deste estudo foram a isoforma T e C do SNP
rs362331 (exao 50) e a isoforma T do SNP rs362307 (exao 67). Neste estudo, as variantes
otimizadas dos miSNP50C e o miSNP50T, quando avaliados de forma independente,
silenciaram de forma efetiva e seletiva a HTT mutante em valores superiores a 80%. Ja a
variante optimizada do miSNP67T além de apresentar valores mais baixos para o
silenciamento da HTT mutante (50-60%), também apresentou baixa seletividade no gera. Este
estudo verificou que ao optimizar miRNAs artificias € possivel incrementar a sua seletividade
e eficacia de silenciamento e selecionar um melhor candidato para o desenvolvimento de

terapias para a HD (Miniarikova et al., 2016).
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Shin e colegas foram os primeiros a utilizar o sistema CRISPR-Cas9 para edigao génica
in vitro especifica para o alelo mutante da HTT, tirando partido dos SNPs, em fibroblastos de
pacientes HD. Esta estratégia teve como alvo dois SNPs associados aos alelos mutantes e a
locais PAM: SNPS rs1313774 (C/montante da regiao 5’UTR) e rs16843804 (C/intrao 3).
Através de duas guias de RNA (sgRNA) com alvo aos SNPs, foi possivel eliminar a regiao
promotora, o local de inicio da transcricao e a expansao de poliglutaminas do gene da HTT
mutante que levou a inativagao completa e seletiva do alelo mutante evitando a produgao do
mRNA e da proteina mutante (Shin et al, 2016). A primeira prova de conceito in vivo com
sistemas CRISPR-Cas9 foi demonstrada por Monteys e colegas ao utilizarem a estratégia de
edicao especifica do alelo mutante. Para o efeito desenvolveram uma sgRNA que alvejou o
SNP rs2857935 (C/montante da regiao 5’UTR) combinada com uma guia de ligagao ao intrao
| da HTT, que, em conjunto com a acgao da Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9) resultou
no silenciamento especifico do mMRNA da HTT mutante em fibroblastos de doentes HD. No
mesmo estudo, murganhos BACHD injetados com virus adenoassociados (AAV) que
expressaram o complexo sgRNA/Cas9 seletivo para o alelo mutante anteriormente descrito,
mostraram reducao dos niveis de mRNA HTT mutante humana em 40% nos hemisférios
tratados-ver também Tabela 6 (Monteys et al., 2017).

Na sequéncia dos trabalhos de Pfister e colegas, Miller et al. (2017) usando siRNAs
encapsulados em particulas de glucano, realizaram estudos com base em 3 SNPs: rs362331
(T/exao 50), rs362273 (Al/exao 57) e rs362307 (T/exao 67/3’'UTR) com as seguintes taxas de
heterozigosidade: C/T-39,4%, A/G-35,2% e C/T-48,6%, respetivamente (Miller et al, 2017;
Pfister et al, 2009). Ensaios ex vivo com células mieldides primarias de pacientes HD
heterozigoticos para o SNP rs362331 (T/exao 50) mostraram seletividade quando testados
para cada alelo, i.e. quando o alvo foi o nucledtido T, observou-se a redugao dos niveis de
proteina em 74% e apenas |7% de supressao do alelo C. Por outro lado, quando o alvo foi o
nucledtido C, resultou na diminuigao da expressao proteica em 63%, enquanto para o alelo T
se verificou 30% (Miller et al., 2017). Os mesmos resultados nao foram alcangados para os
SNPs rs362273 ou rs362307 nas mesmas condigoes, ao mostrarem baixa seletividade. Este
estudo sugere que os SNPs alvos escolhidos para terapia devem ser os que apresentam maior
seletividade, ao contrario dos que apresentam maior prevaléncia (Miller et al., 2017), uma vez
que o SNP rs362307 (T/exao 67/3’'UTR) foi considerado por Pfister et al. o mais prevalente
em populagoes americanas e europeias com HD (Pfister et al., 2009). Mais recentemente,
Southwell e colegas testaram ASOs alelo-especifico contra os SNPs rs7685686 (Alintrao 42)
e rs6446723 (Glintrao 10), em murganhos Hu97/18 (Southwell et al., 2018). Dos ASOs

avaliados neste estudo, o que tinha como alvo o SNP rs7685686 (Alintrao 42) mostrou ser o
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mais ativo na supressao seletiva da HTT mutante (89%) sem afetar o alelo normal, com uma
duragao de agao superior a 46 semanas numa avaliagao de um ano. Além disto, foi observada
nao s6 a restauragao, como a prevencao de défices cognitivos e psiquiatricos, tanto no

tratamento precoce, como tardio da doenca (ver Tabela 6) (Southwell et al., 2018).
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3.2. Ataxia Espinocerebelosa Tipo |

Com o objetivo de silenciar especificamente o mMRNA mutante da ATXNI, Fiszer e
colegas desenharam 4 siRNAs que tinham como alvo o SNP rs179990 (C/exao 8) localizado a
aproximadamente 250 nucleotidos da expansao de poliglutaminas. Os 4 siRNAs deste estudo
tinham incompatibilidades com o alelo normal em diferentes posigoes nucleotidicas: posigao
9 (G9), 10 (GI0), I'l (GI1)e 16 (G16). Quando testados em fibroblastos de pacientes SCAI,
todos os siRNAs reduziram os niveis de transcrito mutante até 60%. Ainda assim, o siRNA
“G10” ao mostrar a melhor performance, foi testado em diferentes concentragoes (2nM,
10nM, 50nM e 200nM) (Fiszer et al., 2012). Quando em elevadas concentragoes (200nM), foi
observada uma redugao dos niveis de mRNA em aproximadamente 20% e 60% para os alelos

normal e mutante, respetivamente (ver Tabela 7) (Fiszer et al., 2012).

3.3. Ataxia Espinocerebelosa Tipo 3

Utilizando o silenciamento alelo especifico para a ATXN3, Miller e os seus colegas
(2007) tiraram partido do SNP rs12895357 (C/exao 10) para desenhar um siRNA especifico
para o silenciamento da expressao da ATXN3 mutante (ver Tabela 7) (Miller et al., 2003).
Este estudo foi realizado em modelos celulares (células COS-7 e células Hela), que continham
o alelo mutante com a base C no SNP rs12895357, e demonstrou uma diminuicao seletiva da
expressao da ATXN3 mutante em 92,6%, preservando o alelo normal (93,6%) (Miller et al.,
2003). Também Li e colaboradores tiraram partido deste SNP para desenvolver um siRNA
com o qual obtiveram uma redugao da ATXN3 mutante e normal de 96% e de 5,9%,
respetivamente, em culturas celulares (células HEK293T) (Li et al., 2004).

A primeira prova de conceito in vivo foi levada a cabo por Alves et al., onde se verificou
o silenciamento eficaz e seletivo da ATXN3 mutante mediado por vetores lentivirais que
codificavam um shRNA que alcangou o mesmo SNP (rs12895357-C/exao 10), em modelos de
murganho SCA3 desenvolvidos com recurso a vetores lentivirais (Alves et al., 2008). O
silenciamento da ATXN3 mutante foi acompanhado pela diminuicao da neuropatologia
caracteristica, apresentando uma redugao da formagao e acumulagao de agregados em
aproximadamente 50% e a preservagao do marcador neuronal DARPP-32 (fosfoproteina
regulada por AMPc e dopamina) em aproximadamente 70%- ver também Tabela 7 (Alves et
al., 2008). Uns anos mais tarde, Fiszer e a sua equipa utilizaram fibroblastos de pacientes SCA3
para demonstrar a eficiéncia do silenciamento e seletividade para o alelo mutante do siRNA
desenvolvido. Ao alcangar do SNP rs12895357 (C/exao 10) indicado acima, foi possivel obter

uma reducao da ATXN3 mutante em cerca de 80%, preservando o ATXN3 normal em 60%
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(Fiszer et al, 2012). Mais tarde, Noébrega e colegas (2013) mostraram a recuperagao da
coordenagao motora e dos défices neuropatologicos em murganhos transgénicos SCA3 que
expressam a ATXN3 humana com 69 repeticoes de CAGs e um fenotipo precoce severo
(Nobrega et al., 201 3). Isto foi possivel através do silenciamento especifico da proteina mutante
através de um lentivirus que codificou um shRNA que tinha como alvo o SNP rs12895357
(Clexao 10) (Nobrega et al,, 2013). Em trabalhos posteriores, Nobrega et al. (2014) mostrou
que o silenciamento da ATXN3 mutante antes do desenvolvimento de sintomas, atrasa muito
significativamente o desenvolvimento dos défices motores e neuropatologicos caracteristicos
da SCA3, sugerindo esta abordagem como uma possivel terapia para o tratamento desta
doenga (Nobrega et al., 2014).

Particulas lipidicas de acido nucleico estaveis (SNALP) consistem numa abordagem nao
viral de entrega de acidos nucleicos e mais segura em relagao a entrega mediada por virus,
tornando-se por isso atrativa (Conceicao et al, 2015). Conceigao e colegas, ao desenvolver
um SNALP encapsulando siRNAs que alvejam o SNP rs12895357 (C/exao 10) em modelos de
murganhos transgénicos SCA3, alcancaram eficaz e seletivamente a ATXN3 mutante in vivo, o
que resultou nao sé na redu¢ao do mRNA da ATXN3 mutante e dos niveis de agregados de
proteina em 32%, mas também na reducao dos défices motores e da neuropatologia , através
de administragao intravenosa (Conceigao et al,, 2015).

Recentemente foi demonstrado que a expressao prolongada (20 semanas apos injegao)
de shRNA codificados por vetores lentivirais com alvo ao o SNP rs12895357 (C/exao 10), nao

conduziu a efeitos toxicos in vivo, sugerindo ser uma estratégia terapéutica segura (Nobrega

et al, 2019).

44



*|oAedl|de oBN - YN

(%S2) BARRU /NXLY

(F10T ‘1P VNYW 0 opuaiuew (%ef) sueanw LVOS
13 play3|oydS) VNYW 8P Si2AlU sop og3npay sajudioed ap sOIsE|qO.qlY VNS ¢l o3 \4 6CLYLLES]
dNS © opuaiuod [e1ynJIe
(600 “Ip (%06~) 2ueInw /NX1V oapjwse|d wod sepeldjsue.) VNY-01W
13 p|aYya|oys) 9P SIOAIU SOp BAIID|9S OBINPY LE6TITH SEINRD ‘VNYYs ¢l oBxg \4 6CLYLLES] LVDS
ei3ojojedoanau SYNYIS
(S107 “Ip  seJ030W SAOYIP Bp 9 %7€ Wa djueInw eusioud £YDS od1uadsuesy opua3uod
13 OE3125U0D) sop oednpay 3 YNYW 9P SI9AIU sop 0g5npay oyueginw ap ofapo d1VNS 0l o&x3 o) £5€5968T|s4
saJojow
S921Jop SOp O sodI3s1491284d sodi3ojojedoanau
(F1oT “Ip  3USWIA|OAUSSDP S9219p ZnpaJ ueInw £YDS od1uadsuey
10 ©82uqoN) Op OB3USA3.J ENXLY Bp 2202a4d ojuawepua)is oyue3unw 3p O[2pOo| VNYUs 0] oex3 9) /5€S68T 184
(%99~ wa sope3aude ap [9AIU
eJojow op oedinuiwip) sodidojoredoinau
(s10z ‘P OB3BUIP.I00D S9219p SOp OBINpaJ @ djueINW £VvDS odluadsueny
19 e32uqop)  ep oedesadnday ENXLY OAI19[9S OJUWEIDUI|IS oyue3unw 3p O[SpOo| VNYUs 0] oex3 9) /S€S68T 184
[ew.ou
(zioT ENXLV %09 OpuauBW ‘%08~ E€VOS
“ID 39 J9z514) VN W jueInW ENX 1Y BP OBINPY S91US0p 3p solse|qo.ql] VNS 0l oex3 o) £S€968T|s4
%0L~ WS Te-dddvd euBWNY uBINW ENX 1V
op oeSeAsasald @ 405~ Wd B WedYIpod anb srediAnug)
(800¢ sope3a.8e sop oednpay ‘@ueInw $9J019A WOD opiznpul
‘D 12 SIA|Y) VN ENXLV BP OAR3|3s ojudweud|ls €VDS oyuedinw ap o9poly VNYYs 01 oEX3 o) £5€5968T[s4
%6°S dNS © weyunuod anb
(¥002 9P @ %96 WS [BW.OU d JueInW  so3pjwse|d WOd sepeIdysue.d
“Ip 39 1) VN ENX LYV BP BARS|SS OBSNpay LE6TITH sEINRD VNY!s 0l oex3 o) £S€968T|S4
(%9°€6) [ewou
o[3Je o opueAJasa.d ayueINW dNS © weyunuod
(g002 (%9'T6) mnw eNXLV e @nb (e79H senP2 2 £-SOD
“Ip 13 J3|IIW) VN oessa.dxa ep BANS|SS OB3INUILIC SE|N|92) $3.1e|n|22 SO[9PON| VNY!s 0l oex3 o) £S€968T|S4 E€VOS
ajusweAnadsad ‘@3ueanw
(ziot 3 [ew.ou sojdfe so eed %09 @ %0T 1VOS
“Ip 12 437814) VN  ~ W3 YNYW 9P SI9AIU sop 0g5npay sajudpded ap sOIsE|qO.qlY VNS 8 08xg o) 0666154 1VOS
od1dppousy rwouas ou OAlE
LIRIVERETEN] 0319)3 Je[ndajow 03193 O|9poly  owslueddl]  OBSezied07] opiosPNN OAlY dNS edusoQg

‘seoly1adsa ofa|e suadeploqe wa oededl|de ens € o seso|aqaladouldsy SeixXelyy Seu SOPEJIIIUSPI OJIUN OPIIO3|INU Sp SOWSIIOWI|Od - £ Bldqe L

45



3.4. Ataxia Espinocerebelosa Tipo 7

Com o objetivo de testar o silenciamento alelo especifico em SCA7, Scholefield e
colegas (2006) tiraram partido do SNP rs3774729 (A/exao 12) identificado em mais de 50%
dos doentes SCA7 de origem sul africana (Greenberg et al., 2006; Scholefield et al., 2009). Para
o efeito otimizaram um shRNA e um micro-RNA artificial cujas sequéncias alvejam o SNP
rs3774729 (Alexao 12) (ver Tabela 7). Ambas as estratégias foram testadas em células
HEK293T transfetadas com um plasmideo que expressava a ATXN7 mutante e respectivo
SNP, resultando na diminuicao dos niveis de proteina mutante e do nimero de agregados,
mantendo quase a totalidade dos niveis da ATXN7 nativa. Ensaios realizados com shRNA
(shR-P16) demonstraram uma redugao do transcrito ATXN7 mutante em 93% a apenas 26%
do transcrito normal. Ja os ensaios realizados com o micro-RNA artificial (miR-P16)
mostraram valores semelhantes aos obtidos com o shRNA, reduzindo os transcritos ATXN7
mutante cerca de 90%, e apenas 25% do transcrito normal (Scholefield et al., 2009). Este estudo
mostrou que terapias com base no RNA de interferéncia podem representar uma estratégia
terapéutica para a SCA7. Mais tarde e para o mesmo SNP (rs3774729-A/exao 12), testaram a
performance do o shR-Pl6 desenvolvido em estudos anteriores (Scholefield et al., 2009), em
fibroblastos de doentes SCA7 (Scholefield et al, 2014). Como resultado da técnica alelo
especifico, verificou-se a redugao dos niveis de transcrito mutante e normal na ordem dos

49% e 25%, respetivamente-ver também Tabela 7 (Scholefield et al.,, 2014).

Atualmente nao existem terapias de silenciamento alelo especificas para as
restantes doencas de poliglutaminas. Na SBMA, SCA6 e SCAI7 sera necessario,
em primeiro lugar, a identificacio de SNPs associados a expansiao de
poliglutaminas para que seja possivel o desenvolvimento de terapias alelo
especificas. Ja para a DRPLA e SCA2, uma vez que ja foram identificados SNPs
associados a expansdao anémala, é necessario investigar o impacto e a viabilidade

das terapias alelo especificas.
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Conclusdo

O carater monogénico das doencgas de poliglutaminas facilitam o desenvolvimento de
terapias génicas. Assim, a identificagao dos SNPs associados a expansao anoémala em cada uma
destas doengas surge como uma poderosa ferramenta para alcangar de forma seletiva apenas
o alelo mutante. Deste modo, neste trabalho foi possivel reunir nao s6 os SNPs que se
encontram associados as repetigoes expandidas, em cada uma das doengas de poliglutaminas,
mas também as terapias de silenciamento alelo especificas ja levadas a cabo por diversos
grupos de investigagao que se debrugam sobre este tema.

E importante salientar que a SBMA, a SCA6 e SCAI7, até ao momento, nio tém
quaisquer SNPs identificados associados a expansao de poliglutaminas. Este facto inviabiliza
totalmente o desenvolvimento de terapias alelo especificas com alvo aos SNPs. Outra limitagao
importante nesta abordagem, comum a todas as doengas de poliglutaminas, é a auséncia de
um SNP que se encontre presente em todos os individuos, dentro de cada doencga. Este facto,
limita o tratamento ao nivel global, uma vez que os diferentes SNPs sao essencialmente
caracterizados de acordo com a sua localizagao geografica.

Uma vez que nao existe tratamento eficaz para estas doengas, torna-se imperativo nao
sO o a descoberta e investigagdo em torno dos SNPs associados a expansao anémala, como
também uma melhor compreensao das consequéncias que podem resultar do silenciamento
inespecifico, isto &, silenciamento do alelo normal, caso ocorram. Para isso, serao necessarios
mais estudos, principalmente nas doengas menos prevalentes, consequentemente menos

estudadas, que carecem de informagao crucial para o desenvolvimento destas terapias.
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