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RESUMO

Introdugdo: A doenca de Machado-Joseph, também conhecida como ataxia
espinocerebelar tipo 3 (DMJ/SCA3), é de inicio na vida adulta, uma doenga
neurodegenerativa autossomica dominante causada por uma expansdo CAG no gene
ATXN3. A DMJ/SCAS3 pertence ao grupo de doencas chamado de poliglutaminopatias
(PoliQ). A reducdo do risco de cancer em individuos com PolyQ tais como a doenca de
Huntington foi previamente relatada em um populacdo diferente. Nenhum estudo
buscando essa associacdo em DMJ/SCAS3 ja foi realizada.Objetivos: comparar os 15
anos de incidéncia cumulativa de cancer (ICC) e a proporcao de cancer como causa de
morte em portadores de DMJ/SCA3 sintomaticos observados e nos controles.
Métodos: Individuos com DMJ/SCA3 pertencentes ao Rio Grande do Sul em uma
coorte de 2000 a 2015 foram identificados. Entrevistas estruturadas foram feitas com
individuos afetados e com controles ndo relacionados. A CIC conforme publicado pelo
Instituto Nacional de Cancer (INCA), do Brasil, foi usado como um controle
populacional. As causas de morte entre as familias com DMJ/SCA3 e controles nédo
relacionados pareados também foram obtidos pelo Sistema de Informacbes sobre
Mortalidade Publica. Foram entrevistados 154 pacientes com DMJ/SCAS3 e 80 controles
ndo relacionados: Resultados: A CIC foi de 7/154 (4,5%) e 5/80 (6,3%) entre
DMJ/SCA3 e nos individuos controles ndo relacionados, respectivamente. Para obter
uma reducdo do risco absoluto de 1,8 entre 0s casos e controles, seriam necessarios
1.938 individuos por grupo para detectar uma diferenca significativa entre os grupos. A
populacdo total de sintomaticos com DMJ/SCA3 igualou-se a 625 individuos em 2015,
esse estudo foi interrompido. O céancer foi a causa da morte em 9/101 (8,9%)
DMJ/SCA3 e em 52/202 (26,2%) controles, com uma reducdo do risco absoluto de
17,3% no grupo DMJ/SCA3 (x* = 12,421; p = 0,001 ; OR 0,27, IC 95% 0,13-0,58).
Individuos com DMJ/SCA3 que morreram de cancer eram mais velhos e tinham uma
menor CAGexp que os casos que faleceram de outras causas.Discussdo: Devido a
raridade da DMJ/SCAS3, estudos de CIC em individuos vivos com poder estatistico sdo
inviaveis. No entanto, uma reducédo significativa de cancer como uma causa de morte
foi detectada em DMJ/SCA3. Estes dados confirmam a associacdo de polyQ com
protecédo contra o cancer e sugerem que polyQ de fato sdo doencas de multissistemas.

Palavras- Chaves: Doenca de Machado Joseph, Céancer, Poliglutaminopatias, Ataxia
Espinocerebelar do tipo 3.



ABSTRACT

Introduction: Machado-Joseph disease, also known as Spinocerebellar Ataxia type 3
(MJD/SCAZ3), is an adult-onset autosomal dominant neurodegenerative disease caused
by an expanded CAG repeat in the ATXN3 gene. MID/SCAS3 belongs to the so-called
group of polyglutamine disorders (PolyQ). Reduced risk of cancer in individuals with
PolyQ such as Huntington disease was previously reported in different population. No
study searching for this association in MJD/SCAS3 was already performed. Objectives:
We aimed to compare the 15 years cumulative incidence of cancer (ICC) and the
proportion of cancer as a cause of death in symptomatic SCA3/MJD carriers with those
observed in controls. Methods: SCA3/MJD individuals belonging to the Rio Grande do
Sul cohort from 2000 to 2015 were identified. A structured interview was done with
affected individuals and with unrelated controls. CIC as published by the National
Institute of Cancer (INCA), Brazil, was used as a population control. Causes of death
among SCA3/MJD families and paired unrelated controls were also obtained from the
Public Information System on Mortality. Results: 154 SCA3/MJD patients and 80
unrelated controls were interviewed. CIC were 7/154 (4.5%) and 5/80 (6.3%) among
SCA3/MJD and unrelated control individuals, respectively. For an absolute risk
reduction of 1.8 between cases and controls, 1,938 individuals per group would be
needed to detect a significant difference between groups. Since the total symptomatic
SCA3/MJD population equaled 625 individuals in 2015, this study was interrupted.
Cancer was a cause of death in 9/101 (8.9%) SCA3/MJD and in 52/202 (26.2%)
controls, with an absolute reduction risk of 17.3% in the SCA3/MJD group (¥?=12.421;
p=0.001; OR 0.27, 1C95% 0.13 to 0.58). SCA3/MJD individuals who died from cancer
were older and carried shorter CAGexp than those SCA3/MJD cases who died from
other causes. Discussion: Due to the rarity of SCA3/MJD, CIC studies in living
individuals with statistical power are unfeasible. However, a significant reduction of
cancer as a cause of death was detected in SCA3/MJD. This data confirm the
association of PolyQ with protection against cancer and suggest that PolyQ are indeed
multisystem disorders.

Key-words: Machado Joseph Disease, Cancer,Polyglutamine (Poly(Q),Spinocerebellar
ataxia type 3.
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SCA3 Ataxia Espinocerebelar do tipo 3
SCA Ataxia espinocerebelar

CAGexp CAG expandida
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DA Doenca de Alzheimer
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ATXN3 Proteina ataxina-3
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UPS Sistema ubiquitina-proteassoma
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uiM Motivos de interacdo com a ubiquitina
INCA Instituto Nacional do Céancer

SIM Sistema de Informacéo Sobre Mortalidade
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1 INTRODUCAO

A doenca de Machado-Joseph (DMJ), também conhecida como ataxia
espinocerebelar do tipo 3 (SCA3), é uma doenca autossdbmica dominante, causada por
uma expansdo da repeticdo CAG (CAGexp) no gene ATXN3 (TAKIYAMA et al1993;
KAWAGUCHI et al1994). O nome “Machado-Joseph” faz alusdo ao nome das duas
primeiras familias, descendentes de portugueses acorianos, nas quais foram descritas
pela primeira vez os sintomas da doenca na década de 70 (BETTENCOURT et al.,2011)

A DMJ/SCA3 é a forma mais comum de ataxia dominante em todo mundo
(SEQUEIROS et al. 2012). Ela atinge a maior frequéncia relativa no Estado do Rio
Grande do Sul (RS), onde representa 78% de todas as SCAs (CASTILHOS et al, 2013).
Um efeito fundador acgoriano, ocorrido a partir de 1751 quando foi iniciada a emigracéo
de acorianos para o Sul do Brasil, é considerado como a principal razdo para o elevado
numero de casos nesta regido. Esta explicacdo histdrica foi recentemente reforcada por
Camargo e colaboradores ao descreverem frequéncias regionais elevadas no RS,
compativeis com um efeito fundador, (CARMAGO 2011). O estudo estimou a
prevaléncia da DMJ/SCA3 em diferentes municipios do Estado. As cidades de General
Camara (106:100.000), Palmitinho (86,7:100.000), Séo Jerénimo (49,8:100.000) e Sao
Pedro do Sul (42,7:100.000) (Camargo, 2011) foram as localidades com maior
prevaléncia.

A idade de inicio dos sintomas em brasileiros é em média de 32-36 anos
(JARDIM et al, 2001a; TROTT et al, 2006) e o tempo de sobrevida apds o inicio dos
sintomas, de 21 anos em média (KIELING et al, 2007). Idades de inicio precoce e
expansfes CAG mais longas sdo preditores de menor sobrevida (KIELING et al, 2007).

Entre os achados clinicos da DMJ/SCA3 destacam-se ataxia de marcha e de
membros, disartria, diplopia e disfagia; sinais e sintomas decorrentes da degeneracéo
progressiva do cerebelo e de suas vias aferentes e eferentes (SAUTE & JARDIM 2015).
Embora ndo haja tratamentos modificadores da doenca, alguns tratamentos sintomaticos
farmacol6gicos ou de reabilitacdo sdo disponiveis. A literatura é muito escassa na
descricdo das principais causas de morte e possiveis comorbidades relacionadas a
DMJ/SCAS3.
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A presenca de uma CAGexp estd associada a expressdo de uma cadeia
excessivamente longa de poliglutaminas (poliQ) na proteina codificada, chamada
ataxina-3 (COSTA & PAULSON, 2012). Além da DMJ/SCA3, as SCAs 1, 2,6, 7,17 e
DRPLA, a doenca de Huntington (DH) e a atrofia muscular espinhal e bulbar (SBMA)
compartilham do mesmo mecanismo de mutacdo e muitos dos processo patogénicos,
fazendo parte do grupo denominado de poliglutaminopatias (PoliQ) (DURR, 2010;
COSTA & PAULSON, 2012).

Estudos epidemioldgicos nas populacdes sueca, dinamarquesa e britanica
relataram que as PoliQ poderiam estar relacionados a um menor risco de desenvolver
cancer - principalmente na doenca de Huntington (SORENSEN et al1999; JI et al2012;
TURNER et al2013). Estudos focados em SCA3/DMJ ainda ndo foram realizados. A
hipdtese seria que a presenca de poliQ intracelulares poderia ter um efeito protetor a
oncogeénese por mecanismos celulares ainda ndo bem esclarecidos.

Frente a esse panorama, o presente estudo pretende levantar evidéncias em favor
da hipoGtese de que os pacientes com a DMJ/SCA3 teriam um reduzido risco de

desenvolver alguma neoplasia ao longo da vida.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ESTRATEGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS INFORMACOES

A presente revisdo da literatura seguiu uma estratégia de busca ilustrada pelo
fluxograma abaixo. A busca envolveu as seguintes bases de dados: LILACS, PubMed.
Artigos, teses e monografias foram incluidas do periodo de 1990 a 2015, publicadas em
portugués e inglés. Foram utilizadas palavras-chaves: ‘“Machado Joseph
disease”, ’cancer”, “Poliglutamine disease”, “causes of death”, “spinocerebellar ataxia
type 37 e “SCA3” e suas combinagOes apresentadas na Figura 1. Referéncias dos
artigos selecionados que continham informacgdes pertinentes ao estudo também foram

incluidas.



[ Pubmed ] l -
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Legenda

1- “Machado Joseph Disease”
2- “Cancer”

3- “Polyglutamine (Poly(Q)”
4- “Causes of Death”

5- “Spinocerebellar ataxia type 3"
6-"SCA3”

Figura 1. Estratégia de busca de referéncias bibliograficas sobre as bases que fundamentam os objetivos
deste estudo,bem como artigos citados na revisao literatura de acordo com os critérios de inclusdo
estabelecidos pelo autor. Elaborado pela autora (2015).



13

2.2 Doenca de Machado-Joseph (DMJ)/ Ataxia espinocerebelar do tipo 3 (SCA3)

2.2.1 Conceito

A Doenca de Machado-Joseph, também chamada de ataxia espinocerebelar do
tipo 3 (DMJ/SCA3) é uma doenca genética com heranca autossdbmica dominante. Com
inicio na vida adulta, a DMJ/SCA3 caracteriza-se por uma ataxia progressiva que
envolve a marcha e os movimentos das extremidades e da faringe, associada a diferentes
outras manifestacfes neuroldgicas causadas por uma degeneracdo progressiva de
diversas vias e nucleos neuronais do Sistema Nervoso Central (SNC) (KIELING et al,
2007). A DMJ/SCA3 é causada pela expansdo de uma sequéncia repetitiva CAG
(CAGexp) na matriz de leitura de um dos alelos de seu gene codificante ATXN3,
localizado no cromossomo 14g32. Uma CAGexp em heterozigose é suficiente para
causar a condicdo, que por ser autossomica dominante e ocorrer ap6s a idade fértil,
acomete muitos sujeitos em uma dada familia. O exame molecular que confirma a
expansdo da sequéncia de codons CAG (CAGexp) € o padrdo—ouro para o diagnostico
da doencga (PAULSON, 2011).

2.2.2 Contexto Historico

A primeira descricdo foi feita hd mais de 40 anos a partir de uma familia norte—
americana (Massachusetts, EUA) de origem acoriana (descendentes de William
Machado, nativo da Ilha de Sdo Miguel), na qual segregava uma forma de ataxia
progressiva com heranca dominante. Nesta mesma época foi relatada outra familia de
origem acoriana que vivia também no Estado de Massachusetts e que apresentava
sintomas semelhantes aos descritos por Nakano et al. (1972). Essa familia foi
identificada como familia Thomas (WOODS & SCHAUMBURG, 1972).

Em 1976, Rosenberg e colaboradores descreveram uma familia de origem
acoriana na costa oeste dos Estados Unidos, de sobrenome Joseph, que apresentava
ataxia progressiva com heranca dominante (ROSENBERG et al., 1976). Primeiramente,

pela diferenca fenotipica relacionada a heterogeneidade dos sintomas clinicos, 0S
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pesquisadores acreditavam se tratar de doencas distintas. Porém, quando Romanul et al.
descreveram em 1977, mais uma familia da mesma localidade (Massachusetts) de
mesma origem (acoriana) com uma doenga que reunia as diferentes caracteristicas
sintomatologicas das trés familias anteriores concluiram que se tratava da mesma
doenga, porém com expressividade clinica varidvel e a denominaram de “doenca
acoriana” (ROMANUL et al., 1997).

Pesquisadores portugueses identificaram em 1980 a primeira familia ndo
relacionada a llha dos Agores ou com a América do Norte na qual alguns individuos
apresentavam os sintomas da “doenga acoriana”. Entdo, em 1980, Coutinho &
Sequeiros propuseram a denominagdo de “Doenga de Machado-Joseph”, que permanece
sendo a mais utilizada. Essa denominagdo se justifica pelo fato da Familia Machado ter
sido a primeira a ser descrita e da Familia Joseph ser a maior e mais bem conhecida
familia com DMJ (MARTINS et al2007, MARTINS et al, 2011).

Em 1993 estudos de ligacdo mapearam o gene da DMJ no braco longo do
cromossomo 14 (TAKIYAMA et al, 1993). Em 1994, expansdes CAG em um novo
gene localizado no cromossomo 14g32.1 foram descritas como associadas a DMJ
(KAWAGUCHI et al, 1994). No mesmo ano, a mesma regido no cromossomo 14q24.3-
g32.2 foi associado a familias com SCA ainda sem diagndstico molecular por um grupo
de pesquisadores franceses, que acreditaram encontrar uma nova condi¢do e a
denominaram de SCA3 (STEVANIN et al, 1994-a). Nos meses seguintes 0s mesmos
autores concluiram que as assim chamadas SCA3 e DMJ eram causadas por
anormalidades no mesmo gene (STEVANIN et al, 1994-b), sendo finalmente aceitas
como a mesma doenca trés anos depois (HABERHAUSEN et al, 1995). Atualmente
ambas a denominagbes, SCA3 ou DMJ, sdo utilizadas e amplamente aceitas. Na
presente revisdo esta doenca sera referida como DMJ/SCAS.

Em relacdo ao histérico da mutacdo que causa a DMJ, estudos com haplotipos
intragénicos (SNPs) mostram que a hipotese de uma origem portuguesa/acoriana (llha
de Flores) proposta nas descri¢des iniciais da DMJ/SCA3 tem sido contestada por
estudos multicontinentais recentes, que sugerem uma origem Asiatica para a linhagem
mais prevalente da doenca (haplotipo ACA), permitindo datar a mutacdo original em
mais de 7 mil anos (MARTINS et al2007, MARTINS et al, 2012). Este mesmo

hapldétipo teria entrado no Brasil, Franga, norte dos Estados Unidos e Portugal.
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2.2.3 Contexto Epidemioldgico

A prevaléncia minima da DMJ/SCA3 no RS é de 3:100.000 (PRESTES et
al2008), representando 78% das familias do RS com SCAs (CASTILHOS et al, 2013).
A maior prevaléncia mundial de DMJ/SCAS3 relatada até hoje foi a detectada na Ilha de
Flores, no arquipelago dos Acores, onde chega a atingir uma proporcdo de 1:140
individuos (BETTENCOURT et al, 2011). Numeros semelhantes parecem atingir o
municipio de General Camara, no Rio Grande do Sul, onde um levantamento
identificou uma prevaléncia de 106:100.000 habitantes (CAMARGO, 2011). Esses
dados podem ser explicados pela emigracdo de acorianos para o Sul do Brasil. Em 1751
chegou a ilha do Desterro (atual Floriandpolis-SC) um grupo de acorianos e, destes, 60
casais foram enviados em 1752 para o Porto Dorneles — atual cidade de Porto Alegre.
Provavelmente a partir deste periodo iniciou-se a histéria da Doenca de Machado-
Joseph no nosso Estado.

No entanto, esta prevaléncia de DMJ/SCA3 no RS parece estar ultrapassada.
Recentemente uma pesquisa realizada com a coorte de familias DMJ/SCA3 com
registros clinicos e diagndsticos moleculares acompanhadas pelo Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, estimou uma prevaléncia minima de 6:100.000 (SOUZA et al
submitted; Anexo E).

2.2.4 Manifestacdes clinicas

As manifestagdes clinicas incluem: a ataxia cerebelar, que afeta a marcha, os
movimentos apendiculares e oculares, a articulacdo da fala e a degluticdo; uma
sindrome piramidal, com hiperreflexia e espasticidade; uma oftalmoplegia externa
progressiva; sinais extrapiramidais; alteracGes sensoriais devidas a neuropatia periférica;
perda de peso e distirbios do sono, entre outros (KIELING et al, 2007;
KLOCKGETHER et al., 1998). Dificuldade para urinar, fasciculacbes da face e da
lingua e problemas com o sistema nervoso autdnomo também sdo relatados na literatura
(NINDS, 2011). Envolvimento de orgéos fora do sistema nervoso central ou periférico é

desconhecido; a excecdo parece ser 0 emagrecimento progressivo dos afetados e que
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ndo é explicado pela disfagia, apenas, e as alteracfes na via da insulina (SAUTE et al,
2011; SAUTE et al, 2012; RUSSO et al,2015).

Em um estudo realizado por Kieling et al. (2007), a taxa de sobrevida apds o
inicio dos sintomas, no estado do Rio Grande do Sul I, foi de 21 anos, em média. A
sobrevida média dos pacientes com DMJ/SCAS3 é de 64 anos, significativamente menor
do que os 78 anos de sobrevida média dos seus parentes ndo afetados. Os pesquisadores
também concluiram que a idade de inicio precoce e grandes expansdes da seqiiéncia
CAG sdo fatores preditores de reducdo da sobrevida.

Na DMJ/SCA3 ocorre um fendmeno genético chamado “antecipagdo” o qual
significa “o aparecimento progressivamente mais precoce € com intensidade aumentada
de uma doenga em geracdes sucessivas”. Esse fenomeno tem sido observado em muitos
pares de genitor/filho, por conseqliéncia os filhos acabam adoecendo oito a dez anos
antes do que os seus pais (JARDIM et al, 2001; IUGHETTI et al., 1998). O principal
fator que explica a antecipacdo é a instabilidade do CAG expandida ao atravessar
divisdes celulares, em especial nas meioses paternas. Calcula-se que a variacdo média
no numero de CAGexp de uma geracdo para outra seja de + 0.84 repeticdes (MACIEL
et al., 1995). Antecipac@es graves dao origem a formas de inicio infantil e juvenil, nas
quais o0s heterozigotos deixam de transmitir seu CAGexp por ndo deixarem
descendéncia. Assim, a instabilidade do CAGexp seria uma caracteristica que
apresentaria uma tendéncia a reduzir, paulatinamente, a freqiiéncia de portadores da

DMJ/SCA3 em uma dada populagéo.

2.2.5 Aspectos moleculares e fisiopatologia

A sequéncia CAG nos alelos normais varia entre 12 e 40 repeticdes, enquanto a
CAGexp varia entre 52 e mais de 90 repeticbes (PAULSON, 2007). Essa expansao
acontece na matriz de leitura do gene ATXN3 que codifica uma proteina chamada
ataxina-3.0 tamanho da CAGexp correlaciona-se diretamente com a gravidade dos
sinais e sintomas, ou seja, quanto maior 0 numero de repeti¢cbes, mais graves sdo 0S
mesmos, e inversamente com a idade de inicio, ou seja, quanto maior o0 numero de

repeticdes, mais cedo os sintomas se manifestam (MARUYAMA et al., 1995).
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A ataxina3 é um peptideo que se localiza tanto no citoplasma como no nucleo de
todas as células dos animais superiores. Sua principal funcdo parece ser no controle de
qualidade proteica celular e ocorre fora do nucleo, participando do sistema ubiquitina-
proteassoma (UPS). A ATXN3 contém motivos de interacdo com a ubiquitina (UIMs)
em sua estrutura (BURNETT & PITTMAN, 2003; COSTA & PAULSON, 2012), age
como uma protease ubiquitina-especifica (NICASTRO et al, 2005), estd envolvida no
reconhecimento de substratos proteoliticos pelo proteassoma (DOSS-PEPE et al, 2003),
regula a formacdo de agressomas (BURNETT AND PITTMAN, 2005) e também, por
via relacionada ao UPS, suprime a toxicidade induzida por PoliQ (WARRICK ET AL,
2005).

Um dos marcos patoldgicos na DMJ/SCAS3 é a formacdo de neuroinclusdes (NI)
ou agregados intranucleares, em que um possivel efeito toxico direto tem sido
intensamente debatido (COSTA & PAULSON, 2012). As poliglutaminopatias sao
causadas por proteinas com estrutura terciaria an6mala e com propensao a agregagado
(PAULSON, 1999). Essas proteinas misfolded, denominadas de ataxinas por estarem
relacionadas as ataxias espinocerebelares, acumulam-se nas Nls junto com ubiquitinas e
com chaperonas. Além de terem em comum uma poliQ, had também marcante
sobreposicao de sintomas entre essas afecgdes, com neurodegeneracdo predominante do
cerebelo e de nucleos do tronco cerebral (PAULSON, 1999).

A composicdo das NI da DMJ/SCAS3 inclui ubiquitina, atxn3, tratos de poliQ e
varios fatores de transcricio (PAULSON, 1999).Além das NI, os neur6nios afetados
possuem granulos citoplasmaticos imunomarcados com 1C2 (um anticorpo monoclonal
contra PoliQ) que correspondem a um subgrupo de lisossomos, sugerindo que as vias de
autofagocitose para a degradacdo proteica também tém relacdo com a ATXN3 mutada
(YAMADA, TSUJI & TAKAHASHI, 2002; YAMADA et al, 2008).

Como as NI ndo se correlacionam diretamente com a neurodegeneracéo elas tém
sido consideradas atualmente como biomarcadores da faléncia celular no processo de
limpeza da ATXN3 mutada (COSTA & PAULSON, 2012).
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2.2.6 Aspectos evolutivos — selecdo natural e pleiotropismo antagonistico

A histéria dos haplétipos ancestrais de DMJ/SCAS realizados por pesquisas até
hoje, apontam poucas origens ancestrais (GASPAR et al., 2001; MARTINS et al, 2007).
Segundos esses autores sua origem seria limitada a talvez cinco haplotipos ancestrais. O
mais comum de todos, chamado haplétipo A-C-A, também denominado de Flores, é
compartilhado por 70% ou mais da populacdo mundial com DMJ/SCA3. Todas as
familias galchas, por exemplo, compartilham deste haplétipo (FURTADO, 2013). A
Gltima estimativa datou a idade deste haplétipo em mais de 7.000 anos. Somando-se 0
fato de que até hoje nenhum caso de mutacdo de novo foi detectado ao redor do mundo,
ao fato de que 70% dos doentes com DMJ/SCA3 (os A-C-A) compartilham de um
provavel ancestral comum que viveu ha mais de 7.000 anos, pode-se concluir que a
instabilidade do CAGexp ndo foi suficiente para retirar esta mutacdo do pool genético
da populacdo e que forcas divergentes, agindo em favor da manutencdo de alelos
expandidos no pool populacional devam ocorrer.

Duas evidéncias em favor de efeitos de selecdo positiva relacionados a presenca
de uma CAGexp no gene ATXN3 foram obtidas at¢ o momento: a aparente maior
fecundidade dos afetados pela DMJ/SCA3 do que a dos controles (PRESTES et al.,
2007) e o aparente aumento da transmissdo de alelos mutantes em relacdo aos alelos
normais (TAKIYAMA 1997; JARDIM et al 2001), sugerindo que 0s gametas com a
CAGexp tenham vantagens em relacdo aos gametas normais - embora este achado seja
controvertido para outros pesquisadores (GREWAL et al, 1999).

Estes potenciais efeitos favoraveis da CAGexp no ATXN3 sao contraditorios em
relacdo aos que se produzem nos neurdnios, na vida adulta (favoraveis para manter o
gene na populacdo e desfavoraveis por induzirem neurodegeneracdo nos individuos).
Esse fenbmeno é denominado de pleiotropismo antagonistico.

Evidéncias de pleiotropismo antagonistico relacionado a sequéncias CAG
expandidas em genes especificos ja foram levantadas para a Doenca de Huntington
(HD) e para a Ataxia Espinocerebelar tipo 1 (SCAl) (HARPER et al., 1996;
FRONTALI et al., 1996), além da DMJ/SCA3.

Entre as patologias citadas acima, a doenca de Huntington é a melhor estudada.

A HD é uma doenca autossémica dominante caracterizada por movimentos coréicos
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involuntarios progressivos, declinio cognitivo, distarbios emocionais e psiquiatricos A
HD é causada por expanséao de repeticdes trinucleotidicas CAG no gene HTT. A idade
média de inicio dos sintomas ocorre entre 0s 34 e 0s 45 anos, tal como a DMJ/SCA3, e
os individuos acometidos tém uma sobrevida de 15 a 20 anos ap6s o inicio dos sintomas
(FRONTALI et al., 1996)

Apesar de seu efeito negativo ser tdo impactante e grave, a CAGexp no gene
HTT tem sido associada a pelo menos dois fenébmenos positivos. Primeiro, Frontali e
colaboradores (1996) demonstraram que portadores de HD com CAGexp na faixa das
47-54 repeticBes tiveram um namero maior de filhos do que seus parentes ndo afetados,
nas coortes estudadas (até os anos 1935-1950).

Em segundo lugar, como veremos ao longo desta revisdo, existem evidéncias

gue apontam para um baixo risco de cancer nos portadores de HD.

2.3 Cancer

O céncer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 tipos diferentes de
doencas que tém em comum o crescimento desordenado de células anormais com
potencial invasivo. Sua origem é considerada multifatorial, onde diversos fatores
causais podem agir em conjunto ou em sequéncia para iniciar ou promover a
carcinogénese (INCA, 2012).

A incidéncia mundial de cancer cresceu 20% na ultima década. Estima-se que
no ano de 2014 havera 576 mil novos casos de cancer no Brasil, sendo a regido sul a
segunda do pais com a maior incidéncia de casos. O cancer de préstata para 0s homens
e o cancer de mama para as mulheres apresentam as maiores incidéncias (INCA, 2013).

No Brasil o cancer representa a segunda causa de morte, conforme os dados do
ministério da salde. Ocorreram 1.819.291 mortes no pais no periodo do ano de 2000 a
2011, com uma maior concentracdo de Obitos entre os individuos acima de 40 anos. No
Rio Grande do Sul as taxas de mortalidade para os homens neste mesmo periodo foram
de 155,63 dbitos por cancer para cada 100.000 homens e para mulheres, de 117,54
Obitos por céncer para cada 100.000 mulheres, nimeros que colocam o RS como o

Estado com as maiores taxas de mortalidade por cancer da Unido (DATASUS, 2012).
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No entanto, a mortalidade fornece um quadro incompleto da carga de uma
doenga. Um importante estudo sobre a carga de doenca no Brasil, que utilizou
estatisticas de salde de 1998 e empregou disability adjusted life years (DALY's- anos de
vida perdidos ajustados por incapacidade), mostrou que as doencas crbnicas foram
responsaveis por 66% de DALYs (SCHMIDT et al.,, 2011); doencas infecciosas,
maternas e perinatais foram responsaveis por 24 % e causas externas, por 10%. O
cancer (parte das doencas cronicas) foi responsavel por cerca de 6% (valor absoluto) de
DALY no Brasil neste periodo. (SCHRAMM et al., 2004).

O estudo sobre Comportamentos de Risco e Morbidade Referida de Doengas e
Agravos ndao Transmissiveis realizado pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA) teve
como objetivo conhecer o0 nimero de pessoas expostas aos principais fatores de risco
para as doencas que mais matam no Brasil: cancer, doencas cardiovasculares e acidentes
de transito, entre outras. Diversos inquéritos sobre habitos relacionados a alimentacéo,
atividade fisica entre outros, foram aplicados em 23.457 individuos residentes em
10.172 domicilios das capitais brasileiras de ambos os sexos com idade acima de 15
anos. Destaca-se que a capital galcha teve o maior nimero de fumantes, independente
do sexo dos individuos, e também apresentou uma alta taxa no quesito do consumo de
risco de alcool (INQUERITO DOMICILIAR, 2002).

Essa elevada taxa de comportamentos que influenciam no aparecimento de
neoplasias especificas, como no caso do uso de tabaco e o desenvolvimento do cancer
de pulmado, pode ser uma das principais explicacdes para a elevada taxa de mortalidade
relacionada ao cancer no RS. Contudo, fatores genéticos também sdo relevantes no
processo de carcinogénese, com estimativas de que 5% a 10% dos diversos tipos de
cancer estejam associados a sindromes hereditarias de predisposicdo ao cancer. (INCA,
2012).

A carcinogénese resulta de multiplas etapas e pode envolver varios genes por
meio de mutagdes génicas, quebras e perdas cromossémicas, instabilidade gendmica e
mecanismos epigenéticos. Os principais grupos de genes envolvidos nesse processo sao:
proto-oncogenes, genes supressores de tumor e genes relacionados ao reparo do DNA
(DANTAS et al., 2009). Muitos desses genes ja foram descobertos, identificados e
relacionados a certos tipos de cancer. O papel das expansdes de sequéncia CAG entre 0s

potenciais fatores genéticos modificadores do cancer sera revisto a seguir.
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2.4 O cancer nas Poliglutaminopatias

Um risco reduzido para cancer poderia ser um dos efeitos pleiotropicos das
expansOes CAG associadas a doengas neurodegenerativas. Se real, esse risco reduzido
poderia ser um dos fatores que explicariam a manutencdo da frequéncia dessas
condicBes na populacdo. A reducdo da incidéncia de cancer também ja foi relatada em
outras doengas neurodegenerativas associadas ao acumulo de proteinas anormais, como
a doenca de Parkinson e a doenca de Alzheimer. Uma meta-analise de 29 estudos sobre
a doenca de Parkinson descreveu tal associacdo (BAJAJ et al.,2010). Achados
semelhantes também foram citados na doenca de Alzheimer (DA) sugerindo a
possibilidade de que o cancer e a neurodegeneragdo estejam em polos opostos de uma
via biolégica comum, possivelmente relacionada ao ciclo celular (SHI HB et al,2012)

Em outro estudo de base populacional espanhol com total de 5.278 idosos,
acompanhados em média de 12,5 anos, 1.976 (47,1%) morreram durante o periodo da
pesquisa e destes 277 tinham o provalvel diagnostico de DA, e seus certificados de
6bito foram analisados. A frequéncia de cancer foi menor entre DA (5,8%) e outras
deméncias,(6,3%) e nos pacientes sem nenhuma deméncia diagnosticada (26,5%)
(ROMERO JP, et al,2014).

SORENSEN et al. (1999) constataram que h& uma baixa incidéncia de cancer
nos individuos com HD. Os autores compararam a incidéncia de cancer entre 694
pacientes com HD (ou 11.190 pessoas-ano de follow-up) e 695 parentes em risco de
mesma idade (ou 11.121 pessoas-ano). Entre os HD, 55 céanceres foram observados,
enguanto entre seus controles 161 canceres foram detectados.

A hipotese que os autores levantaram foi a de que huntingtina com a poliQ
expandida teria um efeito pré-apoptdtico. Assim como ocorre com a ataxina 3
(poliglutamina da DMJ/SCAB3), a proteina huntingtina mutada tem um ganho de funcao
levando a perda neuronal, principalmente no ndcleo caudado. Ha evidéncias de que essa
perda se da através de um aumento da apoptose. Entre as inUmeras pesquisas
conduzidas sobre a fisiopatologia da HD, é relevante mencionar brevemente aqui
algumas sugestdes de que a huntingtina possa participar de vias de morte celular. Por

exemplo, a huntingtina € suscetivel a clivagem por apopaina 8, uma enzima responsavel


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Romero%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24448786

22

pela apoptose em celulas de mamiferos; e ha evidéncias em favor da associa¢do da
huntingtina, com a proteina p53, proteina supressora de cancer por induzir apoptose
(KERR et al., 2002; FENG et al., 2006).

JIANGUANG e colaboradores (2012) analisaram 1.510 pacientes com doenca
de Huntington (HD), 471 com Atrofia muscular espinhal e bulbar (SBMA) e 3.425 com
ataxia hereditaria (HA), todos identificados ao longo de um periodo de 50 anos na
Suécia. A incidéncia observada/esperada nesse intervalo gerou uma ‘“razdo de
incidéncias padronizadas” (ou standardised incidence ratios, SIR). Se a incidéncia
observada fosse semelhante a esperada a SIR seria igual ou semelhante a 1. O cancer foi
diagnosticado em 91 (6,0%) pacientes com HD, em 34 (7,2%) pacientes com atrofia
muscular espinhal e bulbar, e em 421 (12,3%) pacientes com HA. As incidéncias
observadas apontaram para riscos significativamente reduzidos em todas as doengas por
poliQs (HD: 0,47, IC 95%: 0,38-0,58; SBMA: 0,65, IC 95%: 0,45-0,91; e HA: 0,77, IC
95%: 0,70-0,85).

Em outro grande estudo envolvendo duas bases de dados hospitalares da
Inglaterra [LHES, com dados de 1999-2010 (populacgéo: 52 milhdes); e ORLS, com
dados de 1963-1998 (cobertura muito menor do que LHES)] a relacdo entre o
desenvolvimento de cancer com as doencas por poliQs também foi avaliada (Turner et
al., 2013). Na base de dados LHES, 4865 individuos com HD, 599 com SBMA e 9084
com HA foram avaliados para o risco relativo em relacdo a coorte de referéncia de
desenvolver cancer. Os resultados do estudo confirmaram uma reduzida incidéncia de
cancer nos individuos com HD (RR 0.71; IC 95%: 0,61-0,83), porém nao houve
alteracéo do risco para SBMA e foi relatado inclusive um pequeno aumento do risco de
desenvolver cancer para pacientes com HA (RR 1.2; IC 95%: 1,10-1,30).

Cabe ressaltar que ambos os estudos: sueco e inglés utilizaram bases de dados
retrospectivas e que o diagnostico molecular e nimero de repeticbes CAG nos alelos
expandidos ndo estavam disponiveis para nenhum dos diagnésticos. Para a HD, os
dados podem ser considerados mais confidveis uma vez que ha codigo especifico para
esta afecgcdo na Classificacdo Internacional das Doengas (CID, nas revisdes 8, 9 e 10) e
o diagnostico clinico tem alta acurécia. Ja a classificacdo utilizada para a SBMA, além

de mais recente (CID-9 e 10), ndo é especifica — G12.1 e a utilizada para HA foi muito
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heterogénea. Ambas a categorias incluiram outras condicGes além das devidas a

poliglutaminas.

3. JUSTIFICATIVA

Na literatura atual ndo ha estudos sobre a potencial associacdo entre DMJ/SCA3
e risco de cancer. Pesquisadores portugueses realizaram um levantamento na ilha dos
Acores sobre as causas de morte da DMJ/SCA3; no entanto, ndo valorizaram as
aparentes diferencas de frequéncia do cancer como causa de morte entre casos DMJ
com diagndstico molecular (3,6% de 31 casos estudados) e seus controles (8,5% de 31
controles estudados) (LIMA et al.,1998).

Diferentemente dos pesquisadores escandinavos e britanicos (SORENSEN et
al.1992;1999; JI et al.2012; TURNER et al.2013), ndo existe uma base de dados
epidemioldgicos no Brasil que associe o diagndstico do cancer em geral com o
diagnostico de uma poliQ. Estudos que estimem a incidéncia cumulativa de cancer
(ICC) em um grupo e a comparem com a populacdo geral — ou com uma amostra
representativa da mesma — dependem exclusivamente de um levantamento feito
contemporaneamente e a partir de entrevistas ou de buscas ativas de prontuarios. Por
isso, optamos por enfrentar a questdo através de um estudo transversal. Um grupo de
sujeitos portadores de DMJ/SCA3 seria estudado e comparado com um grupo controle
ndo relacionado, através de um questionario estruturado que buscasse a CIC nos ultimos
15 anos nesses dois grupos — o assim chamado “survey”. O protocolo do mesmo
encontra-se no Anexo A.

Por conta disso, toda a coorte de casos DMJ/SCA3 do Rio Grande do Sul — um
registro de casos diagnosticados nos laboratorios de Identificacdo Genética do Centro de
Pesquisa Experimental (CPE) e do Servico de Genética Médica do HCPA — foi a base
de dados para a busca de participantes do survey: 178 familias com 4837 individuos
informados. Como todas essas familias foram buscadas para a realizacdo do presente
projeto, a atualizacéo geral do nimero de individuos vivos sintomaticos e em risco, e do
padrdo de transmissdes CAG dentro das familias foi possivel. Esse levantamento prévio

ndo somente permitiu o atual estudo, como gerou um artigo adicional que esta
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submetido nesse momento na revista Clinical Genetics (ANEXO E). Esse artigo esta
apresentado nos Anexos por duas razfes. Primeiro, ainda ndo esta publicado, enquanto
0 seu conteudo da& subsidios para a atual dissertacdo. E segundo, porque a autora
executora principal foi a candidata da presente dissertacdo, que coordenou a maior parte
das entrevistas durante o seu Mestrado.

Finalmente, a presente investigacdo se justifica por abordar duas condic¢des
bastante graves no seu impacto a saude das pessoas: a doenca neurodegenerativa e 0
cancer. Nossa hipotese é a de que a CAGexp no gene ATXN3 conferiria protecdo contra
0 cancer. Se estivermos corretos, nossos dados trardo mais subsidios a investigacéo e
poderdo inspirar abordagens terapéuticas novas e que talvez acrescentem eficacia ao

cuidado de ambos os grandes grupos de condigdes.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Estimar se frequéncia do cancer em geral entre portadores da DMJ/SCA3 é
diferente da encontrada entre controles n&o relacionados e entre a populacdo geral.

4.2 Objetivos especificos

- Comparar a incidéncia acumulada de cancer entre os afetados pela DMJ/SCA3 vivos,
com mais de 18 anos, com a incidéncia em um grupo controle ndo relacionado, nos
altimos 15 anos.

- Comparar a taxa de mortalidade relacionada ao cancer nos afetados por DMJ/SCA3
entre 0s anos 2000 e 2015, com os dados do Sistema de Informagéo sobre Mortalidade
(SIM) sobre o estado do Rio Grande do Sul.
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Abstract 1

Background: polyglutamine diseases have been related to a reduced risk for
cancer. This association was not studied in Spinocerebellar ataxia type 3
/Machado Joseph disease (SCA3/MJD) yet. Aims: to compare the 15 years
cumulative incidence of cancer (CIC) and the proportion of cancer as a cause
of death in symptomatic SCA3/MJD carriers with those observed in controls.
Methods: SCA3/MJD individuals belonging to the Rio Grande do Sul cohort
from 2000 to 2015 were identified. A structured interview was done with
affected individuals and with unrelated controls. CIC as published by the
National Institute of Cancer (INCA), Brazil, was used as a population control.
Causes of death among SCA3/MJD families and paired unrelated controls
were also obtained from the Public Information System on Mortality. Results:
154 SCA3/MJD patients and 80 unrelated controls were interviewed. CIC
were 7/154 (4.5%) and 5/80 (6.3%) among SCA3/MJD and unrelated control
individuals, respectively. For an absolute risk reduction of 1.8 between cases
and controls, 1,938 individuals per group would be needed to detect a
significant difference between groups. Since the total symptomatic
SCA3/MID population equaled 625 individuals in 2015, this study was
interrupted. Cancer was a cause of death in 9/101 (8.9%) SCA3/MJD and in
52/202 (26.2%) controls, with an absolute reduction risk of 17.3% in the
SCA3/MJD group (¥?=12.421; p=0.001; OR 0.27, 95%CIl 0.13 to 0.58).
Discussion: Due to the rarity of SCA3/MJD, CIC studies with statistical
power are unfeasible. However, we detected a significant reduction of cancer
as a cause of death in SCA3/MJD.
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Abstract 2

Since polyglutamine diseases have been related to a reduced risk for cancer,
we aimed to compare the 15 years cumulative incidence of cancer (CIC) and
the proportion of cancer as a cause of death in symptomatic carriers of
spinocerebellar ataxia type 3 /Machado Joseph disease (SCA3/MJD) with
those observed in controls. SCA3/MJD individuals from the Rio Grande do
Sul cohort were identified. A structured interview was done with patients and
unrelated controls. CIC as published by the National Institute of Cancer,
Brazil, was used as a population control. Causes of death were obtained from
the Public Information System on Mortality. We interviewed 154 SCA3/MJD
patients and 80 unrelated controls: CIC were 7/154 (4.5%) and 5/80 (6.3%),
respectively. For an absolute risk reduction of 1.8, 1,938 individuals per group
would be needed to detect a significant difference between groups. Since local
symptomatic SCA3/MJD population equaled 625 individuals in 2015, this
study was interrupted. Cancer was a cause of death in 9/101 (8.9%)
SCA3/MJD and in 52/202 (26.2%) controls, with an absolute reduction risk of
17.3% in the SCA3/MJD group (y?=12.421; p=0.001; OR 0.27, 95%CI 0.13 to
0.58). Therefore, we detected a significant reduction of cancer as cause of
death in SCA3/MJD.

Key words

Cancer; Causes of Death; Machado-Joseph disease; MJD; polyglutamine
diseases; spinocerebellar ataxia type 3; SCA3

1. Background

Machado Joseph disease, also known as spinocerebellar ataxia type 3
(SCA3/MJD), is an autosomal dominant polyglutamine (polyQ) disorder
caused by a CAG repeat expansion (CAGexp) at ATXN3 gene [1,2].
SCA3/MJD starts around 32-40 years and presents a relentless and disabling
clinical course. Ataxia is usually the first and main neurological deficit,
affecting gait, speech, swallowing, and limbs coordination. Pyramidal,
extrapyramidal and peripheral nerve findings also occur during disease course
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[3]. Survival is reduced and the median survival time after onset is 21 years
[4]. Expansion of the polyQ tract in ATXN3 is thought to promote an altered
conformation in the protein ataxin-3, leading to changes in interactions with
native partners and to the formation of insoluble aggregates [5]. Other polyQ
diseases associated with neurodegenerative syndromes might share some
common cellular pathways, such as Huntington’s disease (HD), X-linked
spinobulbar muscular atrophy (SBMA, Kennedy’s disease), dentato-rubro-
pallido-luysian atrophy (DRPLA) and spinocerebellar ataxias type 1, 2, 6, 7
and 17 (SCAL,2,6,7,17) [5,6].

Neurodegenerative disorders such as SCA3/MJD have been a puzzle for
evolutionists [7]. The emergence of such conditions mostly in post-
reproductive life seems to put them away from negative selection; in this
perspective, neurodegeneration would represent an unexpected consequence
of increased life expectancy. In contrast, it seems that individuals and lineages
carrying neurodegenerative disorders could have been favored by some
advantages such as a reduced risk for cancer. Reduced risks of cancer have
been reported for patients with Alzheimer’s and Parkinson’s disease [8,9].
This might be also the case of polyQ diseases. Lower-than-expected
incidences of cancer mostly among HD patients but also among SBMA and
ataxic individuals have been reported in Danish, Swedish and British
populations [10,11,12]. Independently from the cellular pathways involved the
association between polyQ diseases and protection against cancer would be a
very nice example of antagonistic pleiotropism [13].

In this study we analysed data from the SCA3/MJD cohort of Rio Grande do
Sul, Brazil [14]. Our aim was to estimate the frequency of cancer in general in
the living population, as well as the frequency of cancer among causes of
death among SCA3/MJD, in our region.

2. Methods

A cross-sectional study was performed on SCA3/MJD individuals and
families belonging to the Rio Grande do Sul cohort, a registry of all
individuals and families molecularly diagnosed and followed in the
Neurogenetics Clinics at Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) from
2001 to 2015. One hundred and seventy eight SCA3/MJD families were
registered during this period (Souza et al, submitted). This registry includes
family history, clinical and molecular data of all symptomatic individuals with
molecular diagnosis; data were kept under protected files in our institution,
and included information on pedigree relationships, gender, phenotype status,
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date of birth, age at death, age of onset of first symptom (AO) and CAG
repeats length.

The present study was done from June 2014 to September 2015, when
personal interviews and telephone calls were done. After consent, a structured
interview was performed asking for updating information on family history,
occurrence of cancer in the family, changes in phenotypic status and deaths in
the family during the last 15 years.

Data about cancer on the living people with SCA3/MJD, in the last 15 years,
was compared to those obtained in two different control groups. The first was
a group of paired, unrelated individuals — caregivers and friends, and
voluntary blood donors. Data about the cumulative incidence of cancer in the
last 15 years, published by the National Institute of Cancer (INCA), Brazil,
was used as a the second, populational control. The cumulative incidences of
cancer (CIC) in this time period were obtained and compared between groups.

Causes of death in patients with MJD, in the last 15 years, were obtained from
the structured interviews with their relatives and from the Public Information
System on Mortality (SIM) of Rio Grande do Sul state, Brazil. They were
compared to those obtained from paired, unrelated, deceased controls. Two
controls per deceased MJD case (2:1 ratio) were identified from SIM,
according to the following criteria: same gender and age of the MJD deceased
case;

Statistical Analysis

Normal distribution of variable was assessed with the one-sample
Kolmogorov-Smirnov test. Baseline comparisons between cases and controls
for continuous variables were performed with two-tailed unpaired Student’s t
test or Mann Whitney U test and for categorical variables with Chi-square
test. Chi-square test was also used to compare the CIC and the causes of death
between MJD individuals and controls and the Odds Ratio (OR) of differences
with 95% confidence intervals (Cl) were informed. Statistical significance
was defined as p<0.05. Sample size calculations were performed with
WinPepi and other comparison with SPSS 20.0.

This study was registered as CAAE 27798214.0.0000.5327, and was approved
by the Ethics Committee (EC) from the Institution at which the work was
performed — Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre — which follows the Code of ethics of the World Medical Association
(Declaration of Helsinki) and the standards established by the author’s
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Institutional Review Board and funding agency. We have obtained written
informed consent from all participants.

3. Results

3.1 Data about cancer on the living people with SCA3/MJD

One hundred and fifty four symptomatic individuals with SCA3/MJD and 80
unrelated controls were interviewed by the time of our first interim analysis,
in March 2015. Table 1 shows demographic characteristics of groups. Lower
mean body mass index (p=0.002) and fewer individuals reporting alcohol
consumption (y=7.429; p=0.006) were seen in cases, whereas cases reported
a non-significant higher incidence of tobacco usage (y2=3.725; p=0.054) and
smoking history pack-years (p=0.217) than controls.

There were 7/154 (4.5%) cases of cancer among SCA3/MJD symptomatic
individuals versus 5/80 (6.25%) among controls (¥?=0.314; p=0.575; OR
0.71, IC 95% 0.22 to 2.32). For an absolute risk reduction (ARR) — ie, [6.25%
- 4.5%] - of 1.8 between cases and controls, 1,938 individuals per group
would be needed to achieve a 80% power to detect a significant difference
between groups, in a monocaudal comparison, p<0.05).

According to INCA, in the general population of our region CIC equals 6% in
the last 15 years. For an ARR of 1.5 between SCA3/MJD symptomatic cases
and population, 1,886 SCA3/MJD individuals would be needed to achieve the
same conditions mentioned above.

In parallel with this cross-sectional study, an update of the overall SCA3/MJD
Rio Grande do Sul cohort was done. The total number of symptomatic
individuals living in this state equaled 625, in 2015 (Souza et al submitted).
Since the total population is smaller than the estimated number of individuals
needed to detect a significant difference of CICs between groups, this cross-
sectional arm about cancer on the living people with SCA3/MJD was
interrupted.

3.2 Data about cancer as a cause of death in SCA3/MJD

One hundred and fifty nine families were retrieved, comprising 94% of the
overall data set (Souza et al, submitted).
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Between 2000 and 2015, 101 deaths were identified among SCA3/MJD
symptomatic individuals belonging to 72/159 SCA3/MJD families; no deaths
were identified among the other 87 families in this time period.

Mean age at death was 54 £15 years of age, after a mean disease duration of
17.6 years. Two hundred and two control deaths were identified.Cancer was
the cause of death in 9/101 (8.9%) SCA3/MJD and in 52/202 (26.2%)
controls, with an ARR of 17.3% in the MJD group (¥?=12.421; p<0.001; OR
0.27, IC 95% 0.13 to 0.58). The characteristics of both groups are depicted in
Table 2.

When SCA3/MJD death cases were stratified into early (< mean DD after
onset, 17 years ) and late death, the obtained rates of cancer as a cause of
death of these subgroups were similar (data not shown). SCA3/MJD
individuals who died from cancer were older and carried shorter CAGexp than
those SCA3/MJD cases who died from other causes Table 2.

Among all individuals who died from cancer, SCA3/MJD individuals were
older than controls (Table 3).Females were more common among controls
than among SCA3/MJD deaths. Several types of cancer were detected. The
most common included breast and uterine cancer, and all were particularly
rare - or even absent - among SCA3/MJD deaths.

4. Discussion

Cancer as a cause of death was less frequent in SCA3/MJD than in unrelated
controls. A trend for a reduced CIC was observed among living, symptomatic
SCA3/MJID patients. Among SCA3/MJD individuals deceased, those who
died from cancer had shorter CAGexp than those who died from other
causes. This survey together with former populational studies raised consistent
evidence of a decreased incidence of cancer in patients with polyQ diseases,
in general.

We examined causes of death from death certificates for 103 SCA3/MJD
subjects and 206 unrelated controls. The rate of cancer was low for
SCA3/MJD, being 8.9% versus 26.2% in controls. Moreover, among all
deaths related to cancer, SCA3/MJD subjects died at a later age than controls.
Causes of death in a small sample of SCA3/MJD subjects have been reported
once before us: an apparently reduced number of deaths due to cancer was not
valued by the authors [15]. Low proportion of deaths from cancer in HD
subjects was noted before, in pre-molecular era [16,17,18]. Rates very similar
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to ours were found by a Danish study that reported causes of death for 395
HD subjects and 282 unaffected sibs: the rate of cancer was 5.3% in HD and
31.2% for the sibs [19]. The lower frequency was not the result of the shorter
life span of those HD subjects or of the present SCA3/MJD individuals, since
in both studies this was corrected.

A low overall incidence of cancer among HD individuals in Denmark was
reported by Sorensen et al (1999)[ 10]. The standardized incidence ratio for
the HD patients was 0.6 (95% CI of 0.5— 0.8). Ji et al used the Swedish
Registries to identify virtually all individuals with cancer and with HD,
SBMA, and hereditary ataxias (HA) (a proxy for SCAs 1, 2, 3, 6, 7, and 17
due to the lack of specific diagnostic codes for these diseases) for a 40 years
period, in that country [12]. The overall standardised incidence ratios showed
significantly reduced risks of cancer in all polyQ disease groups (HD, 0-47,
95% CI 0-38-0-58; SBMA, 0-65, 0-45-0-91; and HA, 0-77, 0-70-0-85) (Ji et
al 2012). Turner et al (2013) [12] used two large hospital record databases
from England to search HD, SBMA, and HA individuals, and found a
significantly reduced incidence of cancer in HD (0.71, 95% CI 0.61-0.83), but
not for SBMA or HA.

In contrast to the former populational studies, we did not achieve significance
in our survey of cancer among living individuals with SCA3/MJD. Among
154 symptomatic individuals interviewed (with higher smokers and smoking
history rates than controls), 7 cancers were observed in a 15 years-period (9.6
were expected based on our population risk). Circa 1,900 individuals would
be needed to detect this ARR, a much higher number than the 625 living
patients in our state.

The SCA/MID population of our state is similar in number to the HD
population studied by Sorensen et al (1999), of 694 patients where the CIC in
16 years was significantly lower than expected. While the ARR for cancer
was 4.76 among Danish HD, it would be 1.5 among Brazilian MJD
individuals. If the protective effect observed in our SCA3/MJD living patients
is real, it seems to be smaller that the effect observed in European HD
populations [10,11,12]. Due to the absence of specific codes for SCAs, they
have only been indirectly studied before us, by approaching all the subjects
with HA [11, 12]. A reduced risk of cancer among HA was found in one [11]
but not in other study [12]; when significant, the risk for cancer was higher for
HA than for HD patients [12]. These results might suggest that the polyQ
protective effect against cancer would not be so strong for SCAs as for HD.
Alternatively, pooling SCAs with other ataxic conditions (like ataxia
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teleangiectasia, a well-known cancer-related condition) would hamper the
detection of the real effect size. At this moment we cannot discard none of
these hypotheses.

All these data suggest that a common mechanism of polyQ diseases protects
against the development of cancer. Mechanisms of action might be raised by
some exploratory hypotheses such as differential effects related to different
forms of cancer, or to differences in the severity degree of the mutation - the
CAG expanded length.

Although the numbers for individual cancers in our sample were small and
prevented further stratification, the relatively low proportion of females
among SCA3/MJD deaths related to cancer draws attention (Table 3).
Curiously, we did not find any analysis on gender effects in former studies
(Sorensen et al 1992-9; Ji et al 2012; Turner et al 2013) [11, 12, 13]. We
speculate if breast and female genital organs would be more sensitive towards
a polyQ protection, at least in SCA3/MJD.

SCA3/MJD individuals who died from cancer were older and carried shorter
CAGexp than those SCA3/MJD cases who died from other causes (Table 2).
Therefore, the modifying role for the CAG repeat length itself also warrants
further investigation.

PolyQ-containing proteins accumulate in the cytoplasm, nucleus, or both, and
interact with numerous transcription factors, changing patterns of expression
of many genes. Eventually, polyQ accumulation leads to dysfunction
machinery and to cell death. Both mechanisms can underlie this antagonistic
pleiotropism of polyQs: increased expression of tumor-suppressor
proteins/reduced expression of oncogenes, and/or increased apoptosis. Most of
polyQ proteins are ubiquitously expressed, such as huntingtin (the protein
related to HD) and ataxin 3 (related to SCA3/MJD), explaining why the
protection against cancer would probably be general and nonspecific. While
the tumour-suppressor P53 protein is highly expressed in patients with HD
[20,21], no association has been reported between P53 expression and other
polyQ diseases [11]. At this moment, the most reasonable hypothesis is that
other mechanisms, such as apoptosis triggered by expanded polyQ tracts or
altered neurotransmitter release, are involved [11].

PolyQ diseases and cancer are the effect of opposing cellular propensities:
increased cell death (as in neurodegenerative diseases) versus decreased death
of neoplastic cells that occurs in cancer. Pouladi & Hayden (2012) [22]
illustrated very well the potential continuum between malignancies and
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neurodegeneration with the example of cysteine-aspartic proteases (caspases).
Increased activation of caspases leads to neuronal loss, whereas
downregulation results in inappropriate cellular survival and growth, and
ultimately leads to cancer. Considering the importance of caspases for several
processes, including development, immunity, cellular remodelling, wound
healing, neurite pruning, learning and memory, and programmed cell death, its
activation needs a delicate balance, and other cellular pathways might have a
similar pattern.

In conclusion, the association between polyQs and reduced risk for cancer,
obtained from the present and other different populations, may help
understanding of the evolutionary persistence of neurodegenerative diseases.
Moreover, it can provide novel clues for the research and drug discoveries of
both neurodegeneration and malignancy.



40

5. References

1 | Takiyama Y, Nishizawa M, Tanaka H, et al. The gene for Machado—
Joseph disease maps to human chromosome 14q. Nature Genet, 1993; 4:
300-304.

2 | Kawaguchi Y, Okamoto T, Taniwaki M, et al. CAG expansions in a
novel gene for Machado—Joseph disease at chromosome 14932.1. Nature
Genet, 1994; 8: 221-227.

3 | Saute AM, Jardim LB. Machado Joseph disease: clinical and genetic
aspects, and current treatment. Exp Op Orph Drugs, 2015.

4 | Kieling C, Prestes PR, Saraiva-Pereira ML, Jardim LB. Survival
estimates for patients with Machado-Joseph disease (SCA3). Clin Genet.
2007 Dec;72(6):543-5.

5 | Costa MC, Paulson HL. Toward understanding Machado-Joseph disease.
Prog Neurobiol. 2012 May;97(2):239-57.

6 | Durr, Alexandra. Autosomal dominant cerebellar ataxias: polyglutamine
expansions and beyond.The Lancet Neurology , ,2010 Volume 9, Issue 9
885 — 894.

7 | Robins C1, Conneely KN.Testing evolutionary models of senescence:
traditional approaches and future directions. Hum Genet.
2014;133(12):1451-65.

8 | Bajaj A, Driver JA, Schernhammer ES. Parkinson’s disease and cancer
risk: a systematic review and meta-analysis. Cancer Causes Control 2010;
21: 697-707.

9 | Roe CM, Fitzpatrick AL, Xiong C, et al. Cancer linked to Alzheimer
disease but not vascular dementia. Neurology 2010; 74: 106-12.

10 | Sgrensen SA, Fenger K, Olsen JH. Signifi cantly lower incidence of

cancer among patients with Huntington disease: an apoptotic eff ect of an
expanded polyglutamine tract? Cancer 1999; 86: 1342-46.




41

11

Ji J, Sundquist K, Sundquist J. Cancer incdidcence in patients with
polyglutamine diseases: a population-based study in Sweden. Lancet
Oncol 2012; 13: 642-48.

12

Turner MR, Goldacre R, Goldacre MJ.Reduced cancer incidence in
Huntington's disease: record linkage study clue to an evolutionary trade-
off? Clin Genet. 2013 Jun;83(6):588-90.Epub 2012 Sep 28.

13

Carter AJR and Nguyen AQ. Antagonistic pleiotropy as a widespread
mechanism for the maintenance of polymorphic disease alleles BMC
Medical Genetics 2011, 12:160.

14

Souza et al.Spinocerebellar ataxia type 3/Machado-Joseph: segregation
patterns and epidemiological factors influencing CAG instability. To
submitted Clinical Genectics.

15

Lima M, Coutinho P, Abade A, Vasconcelos J, Mayer FM. Causes of
death in Machado-Joseph disease: a case-control study in the Azores
(Portugal). Arch Neurol. 1998 Oct;55(10):1341-4.

16

Schoenfeld M, Myers RH, Cupples LA, et al. Increased rate of suicide
among patients with Huntington's disease. J Neurol Neurosurg Psychiatry
1984;47:1283-7.

17

Farrer LA. Suicide and attempted suicide in Huntington disease:
implications for preclinical testing and persons at-risk. Am J Med Genet
1986;24:305-11.

18

Haines JL, Conneally PM. Causes of death in Huntington disease as
reported on death certificates. Genet Epidemiol 1986;3:417-23.

19

Sgrensen SA, Fenger K. Causes of death in patients with Huntington's
disease and in unaffected first degree relatives.) Med Genet 1992; 29: 91
1-914.

20

Steffan JS, Kazantsev A, Spasic-Boskovic O, et al. The Huntington’s
disease protein interacts with p53 and CREB-binding protein and
represses transcription. Proc Natl Acad Sci USA 2000; 97: 6763-68.

21

Bae BI, Xu H, lgarashi S, et al. p53 mediates cellular dysfunction and
behavioral abnormalities in Huntington’s disease. Neuron 2005; 47: 29—
41,




42

22

Pouladi Mahmoud A, Hayden Michael R.Polyglutamine diseases and the
risk of cancer.The lancet/oncology Vol 13 June 2012

5.List of Tables

Table 1 - Cumulative incidence of cancer in living individuals with
SCA3/MJD and in unrelated controls

Table 2- General characteristics of SCA3/MJD and control deaths under study
Table 3- Characteristics of those individuals who died from cancer




43

Table 1 - Cumulative incidence of cancer in living individuals with

SCA3/MJD and in unrelated controls

Symptomatic Controls p
SCA3/MJD
individuals
N (males; %) 154 (68; 44.2%) 80 (27; 0.084
32.5%)
Age 45.67£12.2 46.06£13.2 0.821
Mean + SD
BMI 24.55+5.4 26.8615.0 0.002
Mean + SD
Education (in years) 0.259
<8 years 72 (46.8%) 29 (36.2%)
>8 to <12 years 60 (39%) 35 (43.8%)
>12 years 22 (14.3%) 16 (20%)
Tobacco usage 62/154 22/80 ¥*=3.725;
(40.3%) (27.5%) p=0.054
Smoking history 8.41 £ 14.26 598 £ p=0.081a
(pack-years) 14.28
Mean + SD
Alcohol usage 26/154 26/80 ¥*=7.429;
(11.1%) (32.5%) p=0.006
Cumulative 71154 (4.5%) 5/80 OR OR v=0.314;
incidence of cancer (6.3%) 0.71,1C p=0.575
in the last 15 years 95% 0.22
(%) t0 2.32
Absolute risk 1.8
reduction (ARR):
Number of subjects | 1,938 1,938
needed
Overal population in | 625

Rio Grande do Sul

a-Mann-Whitney U test
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Table 2 — General characteristics of SCA3/MJD and control deaths under

study
SCA3/MJD deaths Control deaths
N (males) 101 (53; 52.5%) 202 (106; 52.5%) ns *
Age at death 53.9 + 15.06 53.92 £ 15.04 ns ***
m + sd
CAGexp 76 £4.6
m =+ sd (range) (64-91)
Age at onset 32.6+12
m =+ sd (range) (7-55)
DD 17.62 £7
m + sd
Cancer as a cause | Yes No Yes No
of death
9(8.9%) |92 53 149 <0.001*
(91.1%) (26.2%) | (73.8)%
CAGexp 70.2+38 765 +4.2 0.002**
m % sd (range)
Age at onset 446 + 33.8 + 0.025**
m + sd (range) 11.77 12.8
Age at death 67.8 £ 525 % 0.003
9.2 14.85 **
DD 214 + 172+6.4 ns **
m + sd 11.1
* chi-square
** 1 test

*** Mann Whitney U Test
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Table 3 — Characteristics of those individuals who died from cancer

Cancer at death

SCA3/MJD cases

Controls

N (males; percent)

9 (8; 88,8%)

53 (21; 39%)

ns *

Age at death

67.8 +£9.27

56.3 +10.9

0.004 **

Most common types of cancer

Breast cancer

Uterine

Colorectal

Lung

Stomach/esophagus

RO O|lOo

N[O (N B~ |on

* chi-square
** { test
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da instabilidade das expansdes CAG durante transmissfes meidticas com
tendéncia a aumento destas expansdes e consequente antecipacdo do inicio dos sintomas
nas geracdes seguintes, as PoliQ permanecem com uma frequéncia estadvel nas
populacOes. Forcas seletivas em favor deste trago dominante estariam atuando para
compensar o efeito de selecdo negativa devido a antecipacdo. Uma reduzida incidéncia
de céncer poderia ser um destes efeitos em favor do traco dominante e j& havia sido
demonstrada para outras PoliQ, em especial para a doenca de Huntington.

Em nosso estudo encontramos que o cancer foi uma causa menos frequente de
6bito entre individuos com DMJ/SCA3 do que em controles ndo relacionados.
Interessantemente, o0s pacientes com DMJ/SCA3 que faleceram por céncer
apresentavam CAGexp menores do que os que faleceram por outras causas, ou seja,
parece haver um efeito dose-resposta da “carga de poliQ” para a protegdo ao cancer.
Encontramos também uma tendéncia de reducéo da incidéncia cumulativa de cancer nos
individuos sintométicos vivos com DMJ/SCA3.

Diferente dos estudos anteriores com base em registros populacionais nossos
dados sobre a incidéncia cumulativa de cancer nos individuos sintomaticos vivos com
DMJ/SCA3 néo atingiram significancia estatistica. A diferenca absoluta na incidéncia
cumulativa de cancer entre casos e controles foi de -1.8% e entre casos e a populacgdo de
Porto Alegre no periodo foi de -1.5%. Realizamos célculo de tamanho amostral ap6s
analise interina do estudo e os tamanhos amostrais necessarios para termos poder
suficiente para detectar uma diferenca de incidéncias destas magnitudes (1,5 e 1,8%)
seriam de mais de 1.800 individuos sintomaticos. Este nUmero de pacientes é maior do
que o numero total de pacientes vivos com DMJ/SCA3 em nosso Estado, que foi
atualizado durante esta dissertacdo, sendo atualmente de 625 individuos. Cabe ainda
ressaltar que esta populacdo de 625 individuos sintomaticos e de 2.708 individuos
assintomaticos em pelo menos 25% de risco de desenvolver a doenca é muito
provavelmente a maior populagdo de individuos com DMJ/SCA3 em nimeros absolutos

em uma Unica regido mundial.
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Nossos dados vao ao encontro dos dados ja relatados para a DH e sugerem um
efeito protetor comum das PoliQ contra a carcinogénese, por mecanismos ainda
desconhecidos.

As PoliQ e o cancer estdo em pdlos opostos do ciclo celular: aumento da
propensdo a morte celular nas PoliQ (como nas doencas neurodegenerativas em geral)
vs tendéncia a imortalidade e proliferacdo celular das células neoplasicas.

Alguns autores (POULADI & HAYDEN, 2012) ja ilustraram bem o continuum
entre malignidade e neurodegeneracdo ao estudarem proteases denominadas caspases.
Enquanto um aumento da ativacdo das caspases levaria a morte neuronal, uma
diminuicdo de sua ativacao levava a alteragfes na sobrevivéncia, crescimento e diviséo
das células levando ao surgimento de células cancerigenas.

Em conclusdo, a associacdo entre PoliQ e o reduzido risco de desenvolver
cancer, obtidos no presente estudo e em outras populacbes pode auxiliar no
entendimento da persisténcia evolucionaria das doencas neurodegenerativas nas
populacdes. Além disso, esta associacdo pode sugerir novas linhas de pesquisa com
potencial inclusive para descoberta de novos farmacos tanto para doengas

neurodegenerativas quanto para diferentes tipos de cancer.

7 PERSPECTIVAS

Este trabalho foi a continuidade de uma linha do grupo de pesquisa em
Neurogenética da UFRGS que avalia fatores que possam explicar a permanéncia
evolutiva das PoliQ na populacdo, a exemplo de trabalhos anteriores que mostraram
uma fecundidade aumentada de mulheres com DMJ/SCA3 (PRESTES et al, 2007) e em
recente levantamento do nosso grupo que demonstrou a distor¢do de segregacdo em
favor do alelo mutado, com um risco de cerca de 65% de transmisséo do alelo mutado e
ndo de 50% como seria esperado pelo acaso (ANEXO E).

Temos ciéncia de que os dados gerados sobre cancer e DMJ/SCA3 apenas
mostram uma associacao (inversa) entre as condicdes e que Sdo necessarios estudos

adicionais com delineamentos experimentais (modelos celulares ou em animais
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transgénicos) para que possamos compreender melhor quais mecanismos celulares estdo
atuando no processo. Nossas conclusdes enunciadas no artigo sinalizam nessa diregéo.
Como em outras ocasides, evidéncias epidemiologicas podem levar novas hipéteses de
mecanismos ndo pensados apenas a partir dos dados experimentais.

Por outro lado, um possivel temor levantado pelo nosso estudo e outros a ele
semelhantes seria o de que futuros farmacos que consigam frear o processo de
neurodegeneracdo possam aumentar o risco de carcinogénese, tanto por atuar
diretamente em via celular relacionada a regulacéo do ciclo celular quanto por retirar o
mecanismo protetor ao cancer que 0 processo neurodegenerativo poderia estar
conferindo. Esse alerta € relevante que devera auxiliar nos futuros desenhos de ensaios
clinicos de seguranga.

Cabe ressaltar que a reducdo da incidéncia do cancer seria um efeito colateral
sisttmico comum das PoliQ e que isto indica que devem haver outros efeitos fora do
sistema nervoso central/periférico nestas condi¢cfes e que estes fenbmenos podem ser
importantes para um melhor entendimento destas condigdes e para o0 melhor cuidado
dos pacientes, a exemplo do aumento da sensibilidade periférica a insulina na
DMJ/SCA3 que pode estar relacionado a um efeito modificador do fendtipo da
condi¢do (SAUTE et al, 2011). Nossos dados sugerem, como seria esperado pelo fato
da ataxina-3 e de algumas outras proteinas relacionadas as PoliQ serem ubiquas, que as
PoliQ sdo de fato doengas multissistémicas.

Finalmente, devo ressaltar que o nosso grupo pretende ainda descrever dados de
morbi-mortalidade associados a DMJ/SCA3 e que foram levantados em simultaneo com
a primeira parte do presente estudo. Acredito que revisar as principais causas de
mortalidade na DMJ/SCA3 é um passo importante para alertar sobre cuidados que
devem ser tomados a esses pacientes principalmente nas fases mais avangadas da

doenca, muitas vezes sendo cuidados pela prépria familia..



8. ANEXOS

ANEXO A- Protocolo de Pesquisa - Cancer na Doenca de Machado Joseph

Questionario de Entrevista

Quem fez a entrevista? CasoV () Controle VR ()
(nome e rubrica)

Controle VNR () Data da entrevista:
e 120......

NOME:
Endereco: Bairro:

Cidade:
Escolaridade: Sexo:F() M()
Telefone 1: Cidade e Estado de DN:
( ) Nascimento: e 19
Telefone 2:
()
NUmero da Familia Prontuario HCPA: Idade atual:
(se for caso)

PERGUNTAS
Idade de inicio dos Idade de inicio da ataxia de | Anotar depois:
sintomas: marcha:
CAGp/CAGg:

Se for caso, revise/refaca o heredograma no verso:
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Se for caso: algum de seus parentes afetados pela doenca de Machado Joseph
faleceu do ano de 2000 em diante?

Sim () Nao ( )

Se sim: anotar nomes aqui e no heredograma (casos Fa):

O sr/ A sra. teve ou tem diagndstico de algum tipo de cancer/tumor, até hoje?
Sim( ) Na&o ( )

(Se houver mais de um diagndstico de cancer, fazer as perguntas relativas a cada cancer
e anotar as respostas de forma individualizada/ por cancer. Se necessario, preencher em
nova ficha)

Quando? Qual 6rgao ou tecido?
(ano ou idade ao Pulmdo () Pele ()
diagnostico) A .
Esofago () Estébmago ( )
19....... ou...... anos )
Intestino () Mama ()
20.......
Endométrio () Ovarios ()
Outro: qual?
Est4 em atividade? (“ainda tem este problema?”) Sim () Nao ()
Qual o tratamento empregado? Cirurgias?
Fez biopsia? Sim () Néo ( )
Em qual instituicdo fez a
bidpsia/diagnostico?
Resultado da biopsia:
(pedir para nos enviar e
anotar depois)
Este problema estad em supervisdo com Deseja que marquemos uma consulta para
algum médico ? revisar este problema no HCPA?
Sim () Néo () Sim () Néo ( )

Exposicéo a Fatores de Risco:

Peso informado: Altura informada:
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IMC calculado:

Tem o hébito de ingerir bebida alcodlica?  Sim () N&o ()
Se sim:
- quantos copos de vinho?

Resposta: COpos por (dia ou semana)

- quantas unidades de 300 ml de cerveja?

Resposta: unidades por (dia ou semana)

- quantas doses de destilados?

Resposta: doses por (dia ou semana)

Tem habito de fumar? Sim ( ) Néo ( )
Se sim, desde quantos anos de vida?

Quantos cigarros/dia, no ultimo ano?

Medicamentos em uso atual (e doses)

Perguntar diretamente sobre o uso de: carbonato de litio (Carbolithium®), acido
valproico ou divalproato de sodio (Depakene®, Depakote®, Torval®), citalopram
(Procimax®, Denyl®, Alcytam®, Citta®, Maxapram®), escitalopram (Lexapro®,
Exodus®, Escilex®, Reconter®), carbamazepina (Tegretol®) e uso de outros
antidepressivos (inibidores seletivos de receptacdo da serotonina: fluoxetina, sertralina,
paroxetina) e farmacos como: buspirona, vareniclina (Champix®).

1

2.
3.
4.

Outras doencas em atividade;

HAS Sim( ) Ndo ( )
Diabete Mélito Sim( ) Nédo ( )
Hipotireoidismo Sim( ) Nao ( )
Outra: qual?

Para mulheres:

Faz autoexame de mama regularmente? Sim( ) Nao ()
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Menopausa Sim( ) Néo ( )
Idade:

( ) Natural () Cirurgica

Faz uso de reposicdo Hormonal? Sim( ) Néo ( )
Teve filhos? Sim( ) Néo ( )

Primeira gestagdo aos anos de idade da informante

N° gestacoes:
(a entrevistadora deve recordar a entrevistada de esta incluir eventuais abortos neste
nlimero)

Ultima gestagdo aos anos de idade da informante
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Obito de

( )CasoFa

() Controle Fa

()1()2

NOME:

Numero da Familia

(se for caso)

Prontuario HCPA:

Género:

Fem( ) Masc ( )

Idade de inicio dos sintomas:

(se for caso)

Idade de inicio da ataxia
de marcha:

(se for caso)

Anotar depois, se houver:
CAGp/CAGgQ:

(se for caso)

Local de Ocorréncia do obito (1V):

1( ) Hospital

2( ) Outros estabelecimentos de saude 3() Domicilio 4 () Outros

Data de morte (11):
...... Y

Idade na morte (11):

Origem dos dados:

( ) Declaracdo

de Obito
NOmero...................
() Certidéo de Obito

() Outros dados ou origens

Cancer Presente?

Outro: qual?

Pulmdo  ( ) Pele ()
Es6fago ( ) Estdbmago ()
Intestino ( )Mama ()
Endométrio () Ovarios ()

Condicdes e Causas do Obito (VI)

CID- B-

CID-

CID- D-

CID-

Parte 11- Causa Contribuinte:

CID-
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ANEXO B: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO CASOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto
CANCER NA DOENCA DE MACHADO JOSEPH

INFORMACOES AOS INDIVIDUOS CONVIDADOS A PARTICIPAR DO ESTUDO
(CASOS SINTOMATICOS).

Esta € uma pesquisa que tem por objetivo principal analisar se existe alguma
relacdo entre a doenca de Machado Joseph e a ocorréncia de cancer. A intencdo é a de
se compreender melhor os mecanismos envolvidos na doenca de Machado Joseph e,
talvez, buscar a aquisicdo de conhecimento que possibilite tanto um futuro tratamento
eficaz para os pacientes afetados por esse problema de saude, como também sobre as

bases do cancer, em geral.

Vocé esta sendo convidado a participar dessa pesquisa, por ser portador da

doenca de Machado-Joseph.
PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Sua participacdo envolvera uma ou duas entrevistas clinicas pessoais e/ou por
telefone, nas quais aplicaremos um questionario de aproximadamente 15 minutos de
duracdo. Elas somente serdo realizadas se vocé autorizar a sua participacdo nesse
estudo. Se vocé esta sendo entrevistado em pessoa e se concordar em participar, vai

entregar este documento assinado por si ou por seu representante legal.

N&do faremos exame fisico nem coleta de materiais bioldgicos (sangue, urina,
etc). Além das respostas ao nosso questionario, podemos também pedir que vOcé nos

informe alguns dados sobre pessoas falecidas em sua familia desde o ano 2000.

E ainda possivel que n6s pecamos informacdes adicionais como certiddes de

Obito, sumarios de alta hospitalar e resultados de exames que confirmem o diagnostico e
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0 tipo de cancer para aquelas pessoas que tiverem recebido um diagnostico de cancer,

no passado.

BENEFICIOS ASSOCIADOS A PARTICIPACAO NO ESTUDO

A participacdo no estudo ndo trara beneficio direto ou imediato para a sua
pessoa. Mas a pesquisa podera ajudar a entender melhor os mecanismos relacionados a
doenca, e que eventualmente podem ter potenciais beneficios em relacdo a pesquisas
para futuros tratamentos. Ndo estd previsto nenhum tipo de pagamento pela sua

participacgdo no estudo.

CONFIDENCIALIDADE DOS DADOS

Os seus dados serdo armazenados em um computador, para fins dessa pesquisa.
Eles poderdo ser utilizados para outros fins somente mediante a sua autorizacdo por
escrito, tanto no presente termo de consentimento, como em documentos futuros.
Solicitaremos sua autorizagcdo expressa para qualquer nova pesquisa para a qual
cogitarmos em aproveitar suas informag6es. Por isso, ficaremos com seu endereco e
telefone. Novos projetos de pesquisa que aparecerem no futuro também deverdo obter
aprovacdo prévia da Comissdo de Etica Local (chamada de CEP HCPA) e, se
necessario, da Comissdo Nacional de Pesquisa (chamada de CONEP). E qualquer
duvida podera entrar em contato com 0s responsaveis da pesquisa e com o comité de

ética em pesquisa do HCPA, os contatos constam ao final do termo de consentimento.

CONSENTIMENTO

Vocé deseja participar deste estudo? () Sim ( ) Néo



Pesquisador Responsavel: Dr? Laura Bannach Jardim

Pesquisador Executor: Gabriele Nunes Souza
Endereco e telefone da pesquisadora responsavel, Laura Bannach Jardim,

Servigo de Genética Médica do HCPA
Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Rua Ramiro Barcelos 2350

90035-903 Porto Alegre, RS, Brasil
Tel.: (51) 3359-8011

Fax: (51) 3359-8010

Endereco e telefone do Comité de Etica em Pesquisa

Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Rua Ramiro Barcelos 2350
90035-903 Porto Alegre, RS, Brasil
20 andar, sala 2227

Fone/Fax: 51 3359-7640

Atendimento das 8 as 17h, de segunda a sexta-feira.
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ANEXO C- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
CONTROLES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto
CANCER NA DOENCA DE MACHADO JOSEPH

INFORMACOES AOS INDIVIDUOS CONVIDADOS A PARTICIPAR POR NAO
SEREM PORTADORES DA DOENCA DE MACHADO JOSEPH

Esta € uma pesquisa que tem por objetivo principal analisar se existe alguma
relagdo entre a doenca de Machado Joseph e a ocorréncia de cancer. A intencédo € a de
se compreender melhor os mecanismos envolvidos na doenca de Machado Joseph e,
talvez, buscar a aquisicdo de conhecimento que possibilite tanto um futuro tratamento
eficaz para os pacientes afetados por esse problema de saide, como também sobre as

bases do cancer, em geral.

Vocé esta sendo convidado a participar dessa pesquisa, por NAO apresentar a
doenga de Machado-Joseph .

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Sua participacdo envolvera uma ou duas entrevistas clinicas pessoais e/ou por
telefone, nas quais aplicaremos um questionario de aproximadamente 15 minutos de
duracdo. Elas somente serdo realizadas se vocé autorizar a sua participacdo nesse
estudo. Se vocé esta sendo entrevistado em pessoa e se concordar em participar, vai

entregar este documento assinado por si ou por seu representante legal.

N&o faremos exame fisico nem coleta de materiais biologicos (sangue, urina,
etc). Além das respostas ao nosso questionario, podemos também pedir que VOCé nos

informe alguns dados sobre pessoas falecidas em sua familia desde o ano 2000.
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E ainda possivel que nos pecamos informacdes adicionais como certiddes de
Obito, sumarios de alta hospitalar e resultados de exames patolégicos daqueles

individuos que tiverem recebido um diagndéstico de cancer, no passado.

BENEFICIOS ASSOCIADOS A PARTICIPACAO NO ESTUDO

A participacdo no estudo ndo trara beneficio direto ou imediato para a sua
pessoa. Mas a pesquisa podera ajudar a entender melhor os mecanismos relacionados a
doenca, e que eventualmente podem ter potenciais beneficios em relacdo a pesquisas
para futuros tratamentos. N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua

participacao no estudo.

CONFIDENCIALIDADE DOS DADOS

Os seus dados serdo armazenados em um computador, para fins dessa pesquisa.
Eles poderdo ser utilizados para outros fins somente mediante a sua autorizacdo por
escrito, tanto no presente termo de consentimento, como em documentos futuros.
Solicitaremos sua autorizagdo expressa para qualquer nova pesquisa para a qual
cogitarmos em aproveitar suas informacdes. Por isso, ficaremos com seu endereco e
telefone. Novos projetos de pesquisa que aparecerem no futuro também deveréo obter
aprovacdo prévia da Comissdo de Etica Local (chamada de CEP HCPA) e, se
necessario, da Comissdo Nacional de Pesquisa (chamada de CONEP). E qualquer
duvida podera entrar em contato com 0s responsaveis da pesquisa e com o comité de

ética em pesquisa do HCPA, os contatos constam ao final do termo de consentimento.
CONSENTIMENTO

Vocé deseja participar deste estudo? () Sim ( ) Néo
deste TCLE.
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Pesquisador Responsavel: Dr? Laura Bannach Jardim

Pesquisador Executor: Gabriele Nunes Souza
Endereco e telefone da pesquisadora responsavel, Laura Bannach Jardim

Servigo de Genética Médica do HCPA
Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Rua Ramiro Barcelos 2350

90035-903 Porto Alegre, RS, Brasil
Tel.: (51) 3359-8011

Fax: (51) 3359-8010

Endereco e telefone do Comité de Etica em Pesquisa

Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Rua Ramiro Barcelos 2350
90035-903 Porto Alegre, RS, Brasil
20 andar, sala 2227

Fone/Fax: 51 3359-7640

Atendimento das 8 as 17h, de segunda a sexta-feira.
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ANEXO D- ROTEIRO DA ENTREVISTA POR TELEFONE

1- Apresentacéo:

- Bom Dia/ Boa Tarde represento o grupo de pesquisa em neurogenética do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, me chamo..........c.ccccccueeee ;

- Prezado Senhor (a), dirigimos a vocé para convida-lo a participar da pesquisa intitulada Cancer
na Doenga de Machado Joseph.

Perguntar ao entrevistado: - Posso prosseguir:
Sim () Néo ()
Se sim:

2- Convite para participar do Estudo

- Prezado Senhor (a) o presente estudo tem como objetivo geral, analisar se existe alguma
relacdo entre a doenca de Machado Joseph e a ocorréncia de cancer. A intencdo é a de se compreender
melhor 0s mecanismos envolvidos na doenca de Machado Joseph e, talvez, buscar a aquisicdo de
conhecimento que possibilite tanto um futuro tratamento eficaz para os pacientes afetados por esse
problema de satide, como também sobre as bases do cancer, em geral.

- Por isso precisamos entrevistar pessoas que possuem o diagnostico DMJ/SCA3 e também seus
familiares assintomaticos. E para podermos comparar se existe alguma relagéo entre cancer e DMJ/SCA3
precisamos também entrevistar pessoas que ndo possuem a doenca para fazer parte do grupo controle.

- Néo sera preciso deslocar-se até 0 HCPA, ndo faremos exames fisicos e coletas de exames,
apenas responder ao nosso questionario, podemos também pedir que vocé nos informe alguns dados sobre
pessoas falecidas em sua familia desde o ano 2000. E ainda possivel que nds pegamos informacgdes
adicionais como certiddes de Obito, sumarios de alta hospitalar e resultados de exames patologicos
daqueles individuos que tiverem recebido um diagndstico de cancer, no passado.

- A pesquisa tem como responsaveis Prof® Dra. Laura Bannach Jardim e aluna do mestrado Enf?
Gabriele Nunes Souza.

- Sua participacdo do estudo sera permanecer ao telefone para responder o questionario de
perguntas (ANEXO A e B).

Entrevistado permaneceu ao telefone: () Sim ( ) Néo
Se sim, aplicar o questionario ( ) Caso o entrevistado ndo poder permanecer ao telefone, podera
ser agendado outro momento para entrevista para: Data......./...... ........... Horario:................
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Abstract

Controversies about mendelian segregation and CAG expansion (CAGexp)
instabilities during meiosis in Machado-Joseph disease (SCA3/MJD) need
clarification. Additional evidence about these issues was obtained from the cohort
of all SCA3/MJD individuals living in South Brazil. A survey was done to update
information registered since 2001.Deaths were checked with the Public Information
System, and data was made anonymous. Anticipation and delta-CAGexp from
parent-offspring pairs, and delta-CAGexp between siblings were obtained. One
hundred and fifty-nine families (94% of the entire registry) were retrieved,
comprising 3,725 living individuals s of 2015, 625 of these being symptomatic.
Minimal prevalence was 6:100,000. Carriers of a CAGexp represented 65.6% of
sibs in the genotyped offspring (p<0.001). Median instability was larger among
paternal than maternal transmissions, and instabilities correlated with anticipation (r
= 0.38; p = 0.001). Age of the parent correlated to delta-CAGexp among 115 direct
parent-offspring CAGexp transmissions (rho =0.23, p=0.014). In 98 additional
kindreds, the delta-CAGexp between 269 siblings correlated with their delta of-age
(rho=0.27, p<0.0001). SCA3/MJD was associated with a segregation distortion
favoring the expanded allele in our cohort. Instability of expansion during meiosis
was weakly influenced by the age of the transmitting parent at the time of
conception.

Key Words

CAG expansion instabilities; CAG expansion transmission; Machado-Joseph
disease;Minimal prevalence; MJD; Segregation distortion; SCA3; Spinocerebellar
ataxia type 3
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1.Introduction

Machado-Joseph disease or spinocerebellar ataxia type 3 (MJD/SCA3) is an
autosomal dominant neurodegenerative disorder caused by an expansion of a
(CAG)n repeat motif in the ATXN3 gene [1, 2]. Normal alleles range from 12 to 44
CAG repeats, while expanded alleles (CAGexp) encode more than 51 repeats. The
size of the expanded tract is inversely correlated with the age at onset and explains
from 50 to 75% of its variance [3].

Although SCA3/MJD is clearly autosomal dominant, its pattern of inheritance
presents several interesting phenomena that represent challenges to the
understanding by formal genetics. For instance, segregation distortion — when
chromosomes bearing the CAGexp are not in mendelian equilibrium in the offspring
— has been formerly a matter of debate in SCA3/MJD [4, 5, 6, 7]. On the other
hand, anticipation and meiotic instabilities of the CAGexp have been repeatedly
documented in this disorder, although reasons for both events are not completely
understood to date [4, 8, 9].

Expanded CAG repeats tend to show both meiotic and mitotic instabilities. Repeat
size mosaicism has been observed in SCA3/MJD brains, reflecting the
developmental pathways and cell composition of different central nervous system
regions [10].Somatic mosaicism is always less marked than gonadal mosaicism,
and length of mutant alleles is unstable on transmission to successive generations.
In polyQ disorders,where the expanded repeat is within the open reading frame,
paternally transmitted alleles are more unstable than the maternal ones [4, 11, 12].
This phenomenon partly explains anticipation.

One of the first, most well-studied cis-acting factors was the repetitive motif itself
[4, 9]. There is also some evidence that elements in trans may affect repeat
instability, such as mismatch repair proteins, which are involved in the formation of
slipped DNA strands [13]. A few studies on the effect of age at conception on
meiotic instability raised conflicting results, maybe due to different sample sizes
[4,9].

We described here our large cohort of SCA3/MJD patients and families from Rio
Grande do Sul, Brazil. With this epidemiological data, our aims were to estimate the
minimal prevalence and the segregation patterns of the transmitted alleles, and to
correlate the observed CAGexp instabilities with distinct variables, such as gender,
CAGexp, and age of the transmitting parent at the time of conception.

2.Methods

Family history, clinical and molecular data of all individuals with molecular
diagnosis of SCA3/MJD, living in Rio Grande do Sul state, Brazil, were registered
since 2001,and data were kept under protected files in our Institution. These data
included information on pedigree relationships, gender, phenotype status, date of
birth, age at death, age of onset of first symptom (AO) and CAG repeats length.
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After review, a survey started in 2014, when personal interviews and telephone
calls were done.

Subjects were invited to participate, and information was obtained from at least two
individuals per family. After consent, the informant updated information related to
changes in phenotypic status and to deaths in the family. Deaths were confirmed
with the Public Information System on Mortality (SIM) of Rio Grande do Sul state,
Brazil.

These data allowed us to build structured pedigrees and to estimate age of the
affected parent at the time of conception. All pedigrees started with the oldest
ancestor known to be affected. Spouses were not included; therefore, the sum of
members of all SCA3/MJD families was equal to all affected individuals plus those
at 50%, 25%, and 12.5% risk.

Results from asymptomatic individuals who were engaged in our pre-symptomatic
testing program [14] were added in the database by only one author (LBJ). After
that,all database was made anonymous: individual and family identifications were
coded again in order to ensure the confidentiality of all subjects and families.

This study was nested into a larger survey, registered as CAAE
7798214.0.0000.5327, and approved by the Ethics Committee (EC) from the
Institution at which the work was performed — Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre —which follows the Code of ethics of the World
Medical Association (Declaration of Helsinki) and the standards established by the
author’s Institutional Review Board and funding agency. We have obtained written
informed consent from all participants.

Anonymous data on molecular results was obtained retrospectively, which
discharges the authors from obtaining EC approval. Anticipation was considered
the difference between AO of the transmitting parent and AO of the child. This
delta-AO was zero when both the affected parent and child had the same AO.
Cases of anticipation were defined when delta-AO was equal or greater than 1.

Similarly, cases of later onset of the disease in the offspring were defined when
delta-AO was equal or less than -1. Likewise, stability of CAGexp transmission was
estimated using CAGexp lengths of both parent and child. Stable transmission was
defined by delta-CAGexp equal to zero; i.e., both affected parent and carrier child
show a CAGexp of the same length. Cases of intergenerational expansion were
defined by delta-CAGexp equal or greater than 1, while contractions were defined
by delta- CAGexp equal or less than -1.

In kindreds where CAGexp was available for at least two sibs, but not for the

transmitting parent, the potential effect of age of the parent on transmission
instability was tested by correlating delta-CAGexp between siblings (delta-CAGexp-
sibs) to their age difference (delta-of-age-sibs), assuming the older sibling as the
reference for a given kindred.Variables AO, delta-AO, CAGexp, and delta-CAGexp
were described as mean + standard deviation (range). Since most variables did not
show normal distribution, nonparametrictests, such as Mann-Whitney, Spearman
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and Kruskal-Wallis, were applied.This was an exploratory study, and the chosen p
was 0.05.

All data were computed into Excel files and pedigrees were built using Progenye
software. The Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) v.18 was used for
statistical analyses.

3.Results

One hundred and seventy eight SCA3/MJD families were registered in Rio Grande
do Sul, Brazil, as of April 2015. Data on 4,837 subjects (2,237 male, 2,297 female,
247 undetermined) were included, and 1,350 (28%) were symptomatic individuals.
One hundred and fifty nine families (90%), comprising 4,544 individuals (94% of the
overall data set), were retrieved by the survey; most of them included subjects
under care in our outpatients clinics. The remaining 18 families - including 293
individuals - were not found and were considered as missing cases to follow up,
after at least four attempts of contact.

The 159 families under study comprised 3,725 living individuals as of June-
September 2015, 625 of them being symptomatic. Since the local population
comprises 11,2 million inhabitants, the estimated minimal prevalence is of
5.6:100,000 (considering all 178 families, this rate would equal 6.15:100,000).

Pre-symptomatic testing was performed for 162 asymptomatic individuals; when
those were excluded, 1,772 and 936 individuals were at 50% and 25% risk,
respectively, of carrying the expanded repeat among the asymptomatic, non-tested
subjects.

Molecular data was obtained for 463 symptomatic and 162 individuals at 50% risk
who asked for pre-symptomatic testing (PT). The latter were composed by 104
non-carriers and 57 carriers of the CAGexp. Molecular data on all 520
heterozygotes — 463 symptomatic and 57 asymptomatic individuals - are presented
in Table 1. No gender effect was observed. AO and CAGexp correlated with a rho
=-0.798 (p = 0.0001, Spearman) (Figure 1).

3.1 Segregation patterns

In 55 sibships all children were genotyped, comprising 27 singletons and 28
sibships with 2 or more siblings. After excluding the 27 singletons, the remaining 28
sibships comprised 72 children: 48 (67%) were carriers and 24 (33%), non-carriers
of CAGexp (p = 0.03) (Table 2).

In other 49 sibships all but one children were genotyped, comprising 146 additional
subjects. In order to increase sample size for segregation analysis, arbitrary
genotypes (ag) were assigned to the 49 non-genotyped subjects according to
mendelian segregation patterns; i.e., 24 were designated as carriers and 25 as
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non-carriers of a CAGexp tract. In this sense, the 146 individuals from these 49
sibships would be distributed as follows: 26 non-carriers, 71 carriers, 24 ag non-
carriers and 25 ag carriers.

Adding these sibships to the 28 genotyped sibships, sample size increased to 218
children: 143 (65.6%) carriers and 75 (34.4%) non-carriers (p = 0.001).
Distributions were the same according to the gender of the affected parent (chi-
square ns) (Table 2).

3.2 CAGexp transmissions and anticipation of age at onset

One hundred and fifteen CAGexp transmissions (38 paternal and 77 maternal)
were followed in this current study. The child-parent median (SEM; range) of delta-
CAGexp was 1 (0.23; -5 to 9). Median instability was larger among paternal than
among maternal transmissions: 3 (0.53; -5 to 9) versus 1 (0.21; -5t0o 7) (p =
0.0001, Mann-Whitney U, Figure 2A). Considering only the symptomatic children at
the time of this analysis, the child-parent delta-CAGexp increased by two repeat
units (0.29; -5 to 9).

Delta-AO (i.e., anticipation) was obtained for 206 transmissions (75 paternal) and
normal distribution was observed. Mean + SD (range) of the overall delta-AO was
7.32 £ 9.7 (-19 to 35) years. The gender of the transmitting parent did not seem to
matter: delta-AO from fathers was 7.64 + 10 years, as compared to 7.12 + 9.4
years for mothers (ns, t test) (Figure 2B).

There were 74 affected parent-child pairs for whom both anticipation and molecular
data were available. Anticipation is shown plotted against variation in repeat length

(Figure 2C). A weak correlation between change in parent-offspring repeat length
and anticipation was noted (r = 0.38; P = 0.001).

3.3 Factors that could influence CAGexp instabilities

The potential effect of the age of the transmitting parent at the time of the carrier’s
conception on the CAGexp instability was tested in two ways. As mentioned before,
115 CAGexp transmissions were followed. Since the date of birth of all individuals
in this setting was available, the age of the affected parent at the time of conception
was known, and it showed a weak correlation with the delta-CAGexp (rho = 0.23, p
= 0.014, Spearman, Figure 3A).

This correlation was still present when only the female transmitting parents were
included (77 transmissions; rho = 0.25, p = 0.031, Spearman); however this
correlation disappeared when male transmissions weresolely considered.
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For the remaining 98 kindreds among whom CAGexp of the transmitting parent
was notavailable, the potential effect of age of the parent on transmission instability
was tested by correlating delta-CAGexp-sibs with delta-of-age-sibs.

One hundred and seventy one pairs of siblings were then studied: the difference in
number of years between the birth of each sib (delta-of-age-sibs) showed a weak
correlation with the delta-CAGexp-sibs (rho = 0.27, p < 0.0001, Spearman, Figure
3B). This association was slightly stronger in children of affected mothers (94 sib
pairs; rho = 0.329, p = 0.002, Spearman) than in those of affected fathers (77 sib
pairs; rho = 0.235, p = 0.051) (Figures 3C and 3D).

Finally, the potential effect of the CAG length of the expanded allele of the
transmitting parent on further instability at ATXN3 on the offspring was also tested
but we did not found any significant result in our cohort (data not shown).

4. Discussion

Our results confirmed that the expanded CAG tract in the ATXN3 gene is very
unstable during meiosis. Moreover, our data showed that SCA3/MJD is associated
with a segregation distortion favoring the expanded allele. Further, expansion
instability during meiosis seemed to be influenced by the age of the transmitting
parent at the time of conception.

We took advantage of following a large cohort of SCA3/MJD families, by both
reviewing data retrieved during a long period in a clinical setting and interviewing
families during an interval of one year.

By doing that, we updated the minimal prevalence of this disease in Rio Grande do

Sul, Brazil, as affecting 6:100,000 inhabitants. Formal cross-sectional studies
designed to define the true prevalence of rare diseases are hard to be performed.
Moreover, the probability of not retrieving carriers would turn conventional cross-
sectional studies prone to beta errors.

Former estimates of minimal prevalence in our state provided lower numbers than

the present one [15,16]. Since all of them have been obtained from a convenience
sample of increasing size,it is possible (although unlikely) that the true prevalence
is even higher.

This large data set allowed us to describe segregation patterns and to follow a
large number of CAGexp transmissions. Twenty-eight non-singleton offsprings
were genotyped, and we found that 67% of siblings were carriers in this group. In
order to increase sample size and to reduce the possibility of a recruiting bias
favoring sibships at higher risk, we decided to add to this data set those offsprings
where only one sibling was not tested, attributing a 50% risk to the non-tested
individuals.
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The obtained proportion of carriers in this case was again of 65%, which is
significantly higher than the a priori risk predicted by a Mendelian segregation
pattern. This segregation bias was observed both in paternal and maternal
transmissions. Former studies on allele segregation in SCA3/MJD, based on
phenotypes of individuals older than 45 years of age, raised contradictory results
[6, 7].

Genotype-based studies similar to ours are scarce: their data were in favor of a
non-random segregation [4, 17, 18]. However, discrepancies are still present. For
instance, among 80 SCA3/MJD transmissions observed by lkeuchi and colleagues,
the non-mendelian segregation was observed among the offspring of male CAGexp
carriers only [17]. Sperm analysis from carriers of CAGexp also revealed conflicting
results: mendelian segregation was seen in Dentato-Rubro-Palldio-Luysian Atrophy
(DRPLA) [19], while segregation distortion in favor of the expanded allele was
observed in SCA3/MJD [5].

On top of that, previous data showed that microsatellite expansions seemed to be
prone to non-random segregation [20]. Our results agree with most of these studies
[5, 6, 18] and suggest that the presence of an expansion grants a selective
advantage to the cell lineage. The advantage seemed to occur independently from
the parental gender. New mutations or several ancestral haplotypes have never
been documented, and the expanded alleles lost at each generation in severe,
early onset SCA3/MJD cases with no offspring do not match with the limited set of
known ancestral haplotypes.

Actually, the worldwide association of SCA3/MJD to a limited set of ancestors [21]
suggests that the maintenance of this set of expanded alleles is at least to a certain
extent due to some selective advantage. Non-randomic segregation could be one
of these selection factors.

We were also able to follow a great number of CAGexp transmissions, and to test
whether gender, age, and CAGexp of the transmitting parent could influence
transmission instabilities. The lack of correlation between CAGexp of the parent
and the degree of instability seen in the present cohort confirmed former reports [4,
8].

Association between paternal transmissions and larger instabilities was observed in
SCA3/MJD in previous studies [4, 8] as well as in other polyQ pathologies, such as
Huntington’s disease (HD) [22], DRPLA [23], and SCAI [24]. In contrast, larger
instabilities in maternal transmission were documented for other expanded repeats,
such as the intronic GAA in Friedreich’s Ataxia (FRDA) [25], and the non-
transcribed CTG expansions in Myotonic Dystrophy [26] and CTA-CTG expansions
in SCA8 [27]. In our cohort, although instabilities were larger in alleles inherited
from male transmissions, they were also observed in female transmissions, with a
clear trend for an even further expanded CAGexp. By all means, this can be an
observation bias in favor of pairing more severe offspring with less severe parents
[8].
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This bias was evident when only affected offspring and their parents were included.
Our time span as observers and the time-frame during prospective cohorts by
themselves produce recruiting biases. Observation of all transmissions in several
pedigrees would enlighten this matter. Nonetheless this type of study is not
achievable at this time. A long-term cohort, including more than one generation
period of observation, could help to confirm this current finding. Nevertheless, even
if the trend towards an increased CAGexp is not correct, instabilities do occur in
both maternal and paternal meiosis. Then, common mechanisms to both
germinative lineages should be operating.

Anticipation is a well-known phenomenon in SCA3/MJD [8], being mostly explained
by a tendency for repeats to expand during vertical transmission and by AO to be
inversely correlated to repeat length. Anticipation showed a weak correlation with
the parent-child delta-CAG, at least in our cohort. Our data showed that anticipation
was equally severe among maternal and paternal descents. Although recruiting
bias should be taken into account [8], both of our findings suggest that factors
independent from the CAG instability and from the parental gender influence
anticipation.

Finally, the results presented here suggest that the age of a SCA3/MJD carrier
slightly influence instability of the transmitted CAGexp allele towards further
expansion. Two strategies were applied here to look for this association, and in
both cases the correlations found were weak and of the same magnitude. The rho
between delta-CAGexp and age of the parent at the time of conception was 0.23,
and between the delta-CAG-sibs and difference in years between births of siblings
was 0.27. Association studies comparing parental age and instability degree of
expanded repeats are limited.

Negative results were described for HD [28] and SCA3/MJD [4], while positive
associations were also seen in SCA3/MJD [9] as well as in FRDA [25]. Martins and
colleagues [9] described a significant correlation between age of the father and
magnitude of expansion, considering only expansions of two or more CAG repeats.

They studied 42 father- and 58 mother-offspring CAGexp transmissions in
SCA3/MJD.Their findings showed that the age of mothers did not present any
effect on CAGexp transmissions, in contrast to fathers. Our weak rhos of 0.23 to
0.33 were observed among 115 direct and 171 indirect transmissions. It remains
possible that the present correlations would not be found in smaller cohorts and
suggest that previous divergent results could be at least partially related to sample
size.

We have seen that the effect of age on the magnitude of expansion, although
weak,occurred in both genders, and, surprisingly, was more evident among
mothers than fathers. Maternal age effects on mutation rates or on increased
microsatellite instabilities have been reported in FRDA [25], in Fragile X Syndrome
(FMR1) [29] and in mitochondrial disorders [30]. The effect of age on oogenesis
cannot be attributed to a high number of mitotic divisions as in spermogenesis,
since at the time of birth germ cells in the developing ovary have already completed
their proliferative phase.
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Given that all postnatal phases of germ cell development are meiotic, maternal
mutagenic events involve mostly recombination-related mechanisms [31]. An age-
dependent process related to repair of DNA damage mutations might be operating
independently from germ line mitotic divisions in SCA3/MJD.

Previous studies have shown that larger CAG expansions were found in
postmeiotic germ cells in HD, suggesting that expansions continue to occur during
meiosis, and/or after meiosis is complete, in which other events such as
recombination, gene conversion or postmeiotic genome maintenance may be
involved [32]. Recently, variants in the ERCC6, RPA3, and CDK 7genes were
associated with an expansion bias of SCA3/MJD alleles; these three transcripts
have been linked to transcription-coupled repair [33]. A role of CAGexp on
postmeiotic genome maintenance is an attractive hypothesis, especially in oocytes,
and could be in line with our results.

In conclusion, we have shown that the CAGexp transmission was very unstable in
the present SCA3/MJD cohort, being favored by a non-random segregation. In
addition, the older the carrier, the larger were the CAGexp transmitted, regardless
of being maternally or paternally transmitted. Since both findings were preceded by
controversial data, they should be confirmed in an independent cohort.
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Table 1 — Clinical and Molecular Data of the 520 carriers of CAGexp at ATXN3
from Rio Grande do Sul, Brazil, up to September 2015

or

Age at DNA collection, for

asymptomatic individuals.

All Phenotypic status
Symptomatic | Asymptomatic
N 520 463 57
Females/Males 278/241 246 / 216 32/25
CAG repeat length, normal allele 21.8+5.2 21.8+5.2 21.5+5.6 ns
(14-38) (14-38) (14-32)
CAG repeat length, expanded 75+3.6 75.1+3.6 739+29 0.013
allele
*
(65-91) (65-91) (68-84)
Age at onset of symptoms, for 343 +11.2 33395 ns **
symptomatic individuals,
(5-59) (19-54)
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Table 2 — Distribution of genotypes among sibships completely genotyped
and when only one non-genotyped sib was allowed, receiving an a priori
genotypic status (50-50%). Singletons were not included.

Sibships Sibships where only one non-genotyped sib was
completely allowed, receiving an a priori (50-50%) genotypic
genotyped status

28 77
Observed [Expected Observed Expected

With 48 (67%) 36 143 (65.6%) 109

(50%) (50%)
Without | 24 (33%) 36 75 (34.4%) 109

(50%) (50%)
Overall 72 (100%) 218 (100%)
Chi- 4.14 11.5

Male parent Female parent
95 123

With 59 (62%) 88 (72%)
Without 36 (38%) 35 (28%)
Chi- 2.46 (ns) *
square
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Figure 1 - Correlation between age at onset and CAGexp in the present cohort of symptomatic
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Figure 3 - The effect of the age of the transmitting parent by the time of conception. (A)
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