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RESUMO

A ataxia espinocerebelar tipo 10 (SCA10) ¢ uma doenca neurodegenerativa rara de heranga
autossomica dominante caracterizada por atrofia cerebelar com alteracdes da marcha e, em
alguns casos, convulsdes. A SCA10 ¢ causada por expansdes de repetigoes
pentanucleotidicas ATTCT no intron 9 do gene ATXNI0, o qual se localiza no locus
22ql3. Alelos normais apresentam entre 10 a 29 repeticdes e o alelo patogénico apresenta
entre 800 a 4.500 repetigdes. Até o momento, casos de SCA10 foram descritos apenas em
pacientes miscigenados de paises do continente americano como M¢éxico, Brasil,
Argentina, Venezuela, Colombia, Estados Unidos e, mais recentemente, Peru. A origem
amerindia auto declarada pelos pacientes com SCA10 e a auséncia de casos em paises
europeus ¢ asiaticos indicam a hipdtese de ocorréncia de um efeito fundador da mutacao
nas populagdes nativas americanas. O objetivo deste trabalho foi investigar a hipdtese de
origem ancestral comum da mutacdo no gene ATXNI(0. As amostras analisadas foram
proveniente de 16 familias brasileiras e de 21 familias peruanas com SCA10. Além do
grupo de pacientes, um grupo controle composto por 48 individuos saudaveis da populacao
indigena Quechua do Peru foi também incluida na andlise assim como 51 controles
brasileiros de um estudo anterior. Os resultados obtidos mostraram que o haplotipo
19CGGC14 associado ao alelo da expansdo esta presente em 46,8% das familias de
brasileiros e 62,8% das familias de peruanos. As frequéncias de ambos os grupos nao ¢
estatisticamente diferente dos controles Quechua (57,3%), sendo diferente dos controles
brasileiros (11,8%) (p<0,001). Entretanto, origem etnogeografica da mutagdo ainda ¢
desconhecida. O haplotipo comum minimo foi expandido incluindo outros dois marcadores
polimorficos, os quais integram dois haplotipos com alta prevaléncia em populagdes nativo
americanas com o intuito de obter uma aproximacao da origem da regido cromossdmica
onde a mutacdo esta inserida. Dois haplotipos mais frequentes 19-13-CGGC-14-10 e 19-
15-CGGC-14-10 foram identificados nos controles indigenas Quechua, com frequéncias
relativas de 14,3% e 13,3% respectivamente. O segundo hapldtipo mais frequente em
Quechuas, 19-15-CGGC-14-10, é encontrado em 50,0% das familias brasileiras e em
64,7% das familias Peruanas com SCA10. Esses achados corroboram a hipdtese de origem

amerindia da mutacao.



ABSTRACT

Spinocerebellar ataxia type 10 is a rare autosomal dominant neurodegenerative disorder
characterized by progressive cerebellar ataxia and epilepsy in some cases. The disease is
caused by a pentanucleotide ATTCT expansion in intron 9 of the ATXN10 gene, which is
located at locus 22q13.3. Normal alleles range from 10 to 29 repeats while mutant allele
range from 800 to 4,500 repeats. SCA10 has only been described so far in admixed
patients from American countries such as Mexico, Brazil, Argentina, Venezuela,
Colombia, United States and more recently Peru. The self-declared Amerindian ancestry
by patients and the absence of SCA10 in European and Asian countries leads to the
hypothesis of a mutation founder effect in the Native American populations. The aim of
this study was to investigate the hypothesis of a common ancestral origin of ATXNI0
mutation. Samples analyzed were from 16 Brazilian families, 21 Peruvian families with
SCA10. In addition to patient samples, 48 healthy individuals of Indigenous Quechua from
Peru were also included in the laboratorial analyses along with 51 Brazilian controls from
a previous study. Our data has shown that 19CGGC14-shared haplotype was found in
46.8% of Brazilian and in 62.8% of Peruvian families. Frequencies from both groups are
not statistically different from Quechua controls (57.3%), but they are statistically different
from Brazilian controls (11.8%) (p<0.001). However, the mutation ethno-geographical
origin remains unclear. The minimal common haplotype was expanded by including two
additional polymorphic markers that are found at high prevalence in two haplotypes in
Native American populations aiming to shed light on the chromosome region ancestry
where the mutation arose. Two frequent haplotypes, 19-13-CGGC-14-10 and 19-15-
CGGC-14-10 were identified in Indigenous Quechua controls, with relative frequencies of
14.3% and 13.3% respectively. The second most frequent haplotype in Quechuas, 19-15-
CGGC-14-10, is found in 50.0% of Brazilian and in 64.7% of Peruvian families with
SCA10. These findings corroborate the hypothesis of a Native American ancestry of the

mutation.



1. INTRODUCAO

1.1. Ataxias espinocerebelares

As ataxias espinocerebelares (Spinocerebellar ataxia - SCAs) constituem um grupo
de doengas neuroldgicas com grande heterogeneidade clinica e genética apresentando um
padrdao de heranga autossomica dominante. Os individuos afetados apresentam
irregularidades no ajuste fino da postura e movimentos causadas pela perda progressiva
dos neurdnios do cerebelo e suas conexdes.

O processo neurodegenerativo nao se limita apenas ao cerebelo, podendo expandir
o quadro clinico. Células da retina, do nervo optico, da medula dssea, dos ganglios basais,
do cortex, da coluna espinhal e do sistema nervoso periférico também podem ser afetadas.
Os primeiros sinais clinicos sdo resultantes da atrofia cerebelar, os quais se expandem a
estruturas extra-cerebelares, de forma caracteristica a cada subtipo de ataxia. Os sinais
clinicos observados, tais como a idade de inicio dos sintomas, a velocidade de progressao
da doenga e a gravidade do quadro clinico dependem, portanto, do tipo de ataxia
espinocerebelar.

As causas primarias de varias doencas neurodegenarativas — como algumas SCAs —
sao mutacOes dindmicas. O mecanismo proposto para as mutagdes dinamicas envolve a
expansao de uma sequéncia nucleotidica durante a transmissdo vertical de geragdao para
geracao alcancando um tamanho patoldgico especifico para cada doenga. Ao contrario,
individuos que nao manifestam a doenga permanecem com o niumero de repeticoes dentro
do limite da variagdao normal.

Até o momento, mais de trinta loci distintos e mais de vinte e cinco genes foram
associados as formas mendelianas de SCAs. Sete delas — SCA1, SCA2, SCA3, SCA®6,
SCA7, SCAI12, SCA17 — e a DRPLA (atrofia dentato-rubro-palido-lusiana) estao
associadas a alteragdes de expansdes trinucleotidicas CAGs (Bird, 2012). A SCAS8 esta
associada a repeticoes trinucleotidicas CTG. Expansdes pentanucleotidicas e
hexanocleotidicas estdo associadas a SCA10 e a SCA36, respectivamente (Bird, 2012).
Mutacdes de ponto e delegdes também podem estar associadas a outras formas de SCAs:

SCAS5, SCA13, SCA14, SCA16 e SCA27. Todavia, nas demais SCAs, os genes e,



portanto, as mutagdes, ainda nao foram identificados nem caracterizados. Os mecanismos

que acarretam as expansoes patologicas dos alelos ainda nao estao bem esclarecidos.

1.2. Ataxia espinocerebelar tipo 10 (SCA10)

O primeiro relato de uma familia portadora de uma forma distinta de SCA foi
descrito em 1998, sendo confirmada como SCA mais tardiamente (Grewal et al., 1998). No
ano seguinte, a localizacao do gene de SCA10 foi mapeada em um estudo envolvendo duas
familias grandes mexicanas, as quais apresentavam ataxia puramente cerebelar
acompanhadas de convulsdes (Matsuura et al., 1999; Zu et al., 1999). Subsequentemente,
mais quatro familias ndo aparentadas foram descritas no México, revelando um fenotipo
ainda mais diverso (Rasmussen et al., 2001). Em 2004, a confirmagdo de cinco familias
brasileiras com SCA10 foi o primeiro relato da presenca de SCA10 sem origem mexicana
(Teive et al., 2004). Ao contrario das familias mexicanas, todos os 28 individuos dessas
familias brasileiras apresentavam ataxia cerebelar sem convulsdes, demonstrando a outra
extremidade do espectro dos fenotipos de SCA10. A SCA10 ¢ uma das ataxias mais
frequentes no México e no Brasil (Rasmussen et al., 2000; Teive et al., 2004).

Nos ultimos 5 anos, mais relatos de pacientes com SCA10 foram publicados em
outros paises da América do Sul. Em 2007, uma familia argentina, com ancestralidade
espanhola e amerindia, foi descrita com 6 membros afetados (Gatto et al., 2007). Em 2009,
a SCA10 foi descrita em 3 geragdes de uma familia venezuelana com 5 individuos afetados
(Gallardo et al., 2009). O quadro clinico dessas familias de ambas nacionalidades ¢
semelhante as familias mexicanas, com ataxia cerebelar acompanhadas de convulsdoes. Em
2012, o primeiro caso de coexisténcia de duas ataxias em um unico individuo foi descrito:
um paciente mexicano de 54 anos descendente da tribo indigena Yaqui com SCA2 e
SCA10 (Kapur et al., 2012). Em seguida, o caso de uma paciente colombiana manifestando
concomitantemente doenca de Huntington ¢ SCA10 também foi publicado (Roxburgh et
al., 2013). Até o momento, o Unico caso de paciente com SCA10 de origem estado-
unidense descrito nos Estados Unidos menciona que a avo materna do paciente seria de
ascendéncia indigena pertencente a tribo Sioux (Bushara et al., 2013). O unico caso de
ocorréncia da doenca fora da América foi publicado por pesquisadores na Italia. No

entanto, a paciente ¢ uma imigrante peruana, com ascendéncia auto declarada puramente
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indigena, proveniente da regido de Paijan ao noroeste da costa do Peru (Leonardi et al.,
2014). E mais recentemente, uma familia boliviana com 3 afetados sendo 2 deles com
caracteristicas fenotipicas de SCA2 e SCA10 (Baizabal-Carvallo & Jankovic, 2012;
Baizabal-Carvallo et al., 2015) e outra familia proveniente da Guatemala foram descritas
(Trikamji et al., 2015). Até o momento, a SCA10 foi descrita exclusivamente em pacientes
miscigenados do continente Americano (Teive et al., 2013). Os dados presentes na
literatura sugerem que a doenga teve origem em populagdes nativas americanas e tenha se

espalhado para o resto do continente americano.

1.2.1. Manifestacoes clinicas

Todos os pacientes com SCA10 apresentam disfungdes cerebelares progressivas. A
fun¢do do cerebelo esta relacionada ao ajuste, coordenacao e refinamento dos complexos
movimentos motores, resultando em um padrdo de movimentos suaves e integrados. A
fluidez e a acuracia dos movimentos sdo perdidas devido a disfungdes cerebelares. A
doenga apresenta uma expressividade clinica variavel com inicio do aparecimento dos

sintomas clinicos variando entre os 12 e 80 anos de idade.

1.2.1.1. Sinais cerebelares e sintomas

Aos sinais cerebelares incluem-se ataxia da marcha e membros, disartria e
distarbios oculares. O primeiro sinal clinico geralmente se manifesta como marcha e
postura desiquilibradas associado a um grau variavel de ataxia nos membros, configurando
um modo de andar caracteristico, com os pés afastados, para compensar a falta de
equilibrio, o que lembra o caminhar de um individuo em estado de embriaguez. A ataxia
dos membros ¢ caracterizada por movimentos irregulares e descoordenados, os quais nao
se justificam por fraqueza muscular ou perda da sensibilidade. A falta de coordenagao dos
bracos e pernas pode afetar a capacidade de realizar tarefas diarias simples, como comer e
escrever (Grewal et al., 1998; Rasmussen et al., 2001; Grewal et al., 2002).

No exame neurologico, o paciente demonstra ataxia de marcha, disdiadococinesia,

tremor de intencdo e dismetria. A ataxia ¢ seguida pela disartria; dificuldades na
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articulacdo das palavras e fala arrastada, ou explosiva com hesitagcdes frequentes e pausas
inapropriadas (Matsuura et al., 2000; Zu et al., 2001; Teive et al., 2004).

Alteragdes nos movimentos oculares também podem ser observados (discinesia),
comumente apresentada como intrusdes sacadicas hipométricas durante o
acompanhamento ocular, que pode progredir para uma vibragdo ocular conjugada com
breves oscilagdes dos olhos durante a tentativa de fixacdo ou movimento (dismetria
ocular). Nistagmo pode ser observado em alguns pacientes com SCAI10. Essas
irregularidades no movimento dos olhos podem aparecer nos estagios iniciais da doenca.

Estudos de neuroimagem com ressonancia magnética ou tomografia
computadorizada revelaram uma atrofia cerebelar especifica envolvendo o vermis e os dois
hemisférios, enquanto outras estruturas do cérebro, como cortex cerebral e o tronco

encefalico, parecem ser minimamente afetadas (Lin & Ashizawa, 2005).

1.2.1.2. Convulsoes

As crises convulsivas estdo associadas a SCA10 de forma variavel. A epilepsia se
manifesta, geralmente, através de convulsdes motoras generalizadas e/ou convulsdes
parciais complexas poucos anos apos o inicio da ataxia cerebelar. Drogas antiepiléticas,
como carbamazepina, fenitoina e acido valproico sdo eficientes na maioria dos casos
(Rasmussen et al., 2001; Grewal et al., 2002).

O eletroencefalograma interictal ¢ anormal em muitos pacientes com SCA10 com
epilepsia e em alguns que nao apresentam convulsdes. Os achados mais comuns sao
disfungdo cortical difusa com atividades lentas e desorganizadas. Irritabilidade focal
cortical ou atividades lentas também podem ser observadas em alguns individuos. Muito
provavelmente as atividades epilépticas reflitam os efeitos patogénicos fora do cerebelo,
particularmente no cortex cerebral, causados pela mutacao que desencadeiam a SCA10.

A prevaléncia das convulsdes em pacientes mexicanos ¢ de 72,2%. Considerando a
mesma familia, a prevaléncia variou entre 25% a 80% (Matsuura et al., 2000; Rasmussen
et al.,, 2001). Em um estudo publicado recentemente, 13 de 20 pacientes brasileiros (65%)
apresentaram crises convulsivas atingindo uma prevaléncia proéxima aquela dos mexicanos

(Castilhos et al., 2013). Por outro lado, em familias brasileiras diagnosticadas no estado do
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Parand, apenas 3 de 80 (3,75%) individuos acometidos apresentaram convulsoes (Teive et

al., 2010).

1.2.1.3. Sintomas extracerebelares

Sinais extracerebelares, tais como transtorno do humor, disfungdo cognitiva, sinais
piramidais leves e neuropatia periférica, também sdo observados em pacientes mexicanos
(Matsuura et al., 2000; Grewal et al., 2002). Um grau variavel de sinais piramidais foi
descrito, incluindo hiperreflexia, espasmos nas pernas e sinal de Babinski. Os individuos
acometidos reclamaram de uma perda sensitiva suave nas extremidades inferiores e
estudos de condutividade nervosa confirmaram a presenc¢a de polineuropatia (Grewal et al.,
2002). Alguns pacientes apresentam baixo quociente de inteligéncia (QI). Caracteristicas
depressivas, agressivas e/ou irritabilidade foram detectadas pela avaliacdo psiquidtrica
baseada no Inventario Multifasico Minnesota da Personalidade (MMPI- Minnesota
Multiphasic Personality Inventory) (Lin & Ashizawa, 2005; Alonso et al., 2006). Relatos
de tendéncias violentas em alguns pacientes levaram a especulacdo de que irritagdo e
agressividade possam ser manifestagdes subclinicas de mania e psicose em pacientes com
SCA10 (Wexler & Fogel, 2011). Apenas uma familia configurou um quadro de alteragdes
hepatica, cardiaca e hematoldgicas ainda ndo bem esclarecido se causado em decorréncia
da SCA10 ou de uma outra doenca concomitante (Rasmussen et al., 2001).

Os pacientes brasileiros, por outro lado, demonstraram apenas o fenotipo cerebelar
e, ocasionalmente, sinais piramidais leves (Teive et al., 2004). Trés pacientes brasileiras da
mesma familia, durante o ultimo més de gestagdo, manifestaram sintomas no inicio agudo
da doenca muito possivelmente desencadeado por fatores hormonais (Teive et al., 2011).
Distonia e parkinsonismo foi relatado em familias argentinas (Gatto et al., 2007). Mais
recentemente, foi publicado o primeiro caso de uma familia proveniente da Guatemala com
pai e quatro filhos afetados, sendo dois deles apresentando esquizofrenia, psicose e

depressao, além do sintoma cldssico, como marcha ataxica (Trikamji et al., 2015).

1.2.2. Aspectos moleculares

O locus de SCA10 foi mapeado na regiao 22q13.1 por analise de liga¢ao, de forma

independente, em duas grandes familias mexicanas (Matsuura et al., 1999; Zu et al., 1999)
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conforme a figura 1. A hipotese até entdo formulada era de que a mutagdo responsavel pela
SCA10 seria uma expansao de repeticoes nucleotidicas instdveis e a identificacao foi
realizada através de clonagem posicional. Logo ap6s, um polimorfismo de repetigoes
pentanucleotidios em tandem (ATTCT), no intron 9 do gene E46L foi caracterizado como
sendo o responsavel pela SCA10 (Matsuura et al., 2000). Atualmente este gene ¢
denominado 4ATXN10 e abrange 172,8kb de DNA gendmico com uma sequéncia aberta de
leitura (ORF — open reading frame) de 1.428pb (Matsuura et al., 2000).

Cromossomo 22

22q13.3
22p13 Paapia pil.2 gil. 21 i gi2. 1 jER gqis.1 4i13.31
ATXN10
| LL 11 LL 11 | Ll
- ] T &1 | I L 1§
Exon 1 2 3 45 6 7 8-9 10 . 1112
(;A'I;'i‘C‘T ATTCT ATTCT . . . ATTCT ATTCT ATTTCT ATTCT);I

Figura 1: Representacio esquematica do gene ATXNI10. A mutagdo que causa a doengca SCA10 ¢ uma
mutagdo dindmica de repeticdes pentanucleotidicas ATTCT e esta localizada no intron 9 do gene ATXN10.
(Adaptado de Teive et al., 2004)

O namero de repeti¢des ¢ polimoérfico na espécie humana, mas, quando o numero
dessas repeticoes estd além da normalidade, pode desencadear na neurodegeneracao.
Individuos normais apresentam de 10 a 29 repetigdes ATTCT, sendo 82% deles
heterozigotos compostos dentro deste espectro de variacao (Matsuura et al., 2000). Alelos
expandidos variam entre 800 (4kb) a 4500 repeti¢des (22,5kb). A mutagdo causadora de
SCA10 ¢, portanto, a maior expansao de microssatélites conhecida no genoma humano até
o momento (Matsuura & Ashizawa, 2012).

Em familias brasileiras com SCA10 de ancestralidade portuguesa e amerindia, os
alelos expandidos apresentavam 400 e 760 repeticdes ATTCT. Porém, a presenga ou nao
dos sintomas ¢ varidvel entre os individuos dentro da mesma familia. Esses achados
sugerem que o limiar patogénico das repetigdes possa ser inferior ao limiar considerado até
o momento (Alonso et al., 2006). Em uma grande familia brasileira de sete individuos com
aproximadamente 850 repeti¢des em um alelo, apenas um individuo manifestou a doenca

aos quatro anos de idade; os demais sao assintomaticos até a data da publicacao (Raskin et
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al., 2007). O grande intervalo entre as repetigdes normais € as patogénicas possibilita a
ocorréncia de fenotipo pré-mutacional sugerindo casos de penetrancia reduzida da
mutacdo. Estudos adicionais sdo necessarios para determinar em qual faixa entre 33 a 850
repeticoes ATTCT esta associada a penetrancia reduzida (Raskin et al., 2007). Em um
individuo afetado com idade de inicio precoce (14 anos) foi identificado um alelo com 280

repeticdes, sendo que o mesmo alelo foi também encontrado na mae assintomatica.

1.2.3. Aspectos genéticos

A SCA10 ¢ uma doenga com padrao de heranca autossomico dominante. As
repeticoes pentanucleotidicas (ATTCT) expandidas no gene ATXNI10 sdo a causa primaria
de SCA10. Todas as expansoes de repeticoes ATTCT segregam com o fen6étipo de SCA10
em familias afetadas e estdo ausentes em mais de 1000 cromossomos normais (Ashizawa
et al., 2004). Além disso, o tamanho da expansdo repetida apresenta uma correlacao
inversa com a idade de inicio das manifestacdes clinicas. Por fim, o gene ATXNI0 ¢
amplamente expresso no cérebro; a diminui¢ao da sua expressao afeta preferencialmente o
sistema nervoso central, como o cerebelo e o cortex cerebral (Ashizawa et al., 2004).

A antecipagdo ¢ um fendmeno clinico associado, geralmente, a idade de inicio
precoce dos sintomas e/ou a um fenodtipo mais grave nas geragdes sucessivas. Antecipacao
foi descrita numa grande familia com SCA10 (Zu et al., 1999). Esse fenomeno reflete a
natureza dinamica de algumas mutagdes, as quais podem mudar de uma geragdo para
outra, aumentando durante o processo de replicagao (Lin et al., 2005). O coeficiente de
correlagdo inversa entre o tamanho da expansdo e a idade de inicio da doenga foi 0,34,
sugerindo que o tamanho da repeticdo ATTCT pode explicar apenas um ter¢o da variagao
da idade de inicio. Outros fatores, portanto, devem influenciar a idade de inicio dos
sintomas. Essa ¢ uma caracteristica encontrada num numero consideravel de doengas
neurologicas, como Sindrome do X fragil, doenca de Huntington, distrofia miotdnica tipo |
e outras SCAs (Ashizawa et al., 2004).

As repetigdes ATTCT expandidas demonstram instabilidade dependendo do
tamanho da repeticdo quando da transmissdo de geragao para geragdo. O padrio de
instabilidade ¢ dependente da origem de heranca: paterna ou materna. A expansao em
SCA10 exibe uma tendéncia a transmissdo paterna, ocorrendo mais frequentemente

durante a gametogénese masculina. Por outro lado, a transmissdao materna ¢ principalmente
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acompanhada por pequena ou nenhuma mudanca no nimero de repeti¢des. Entretanto,
algumas contracdes no numero de repeticoes de uma geracdo para outra associado a
antecipacao também foi observado na transmissdo paterna, ressaltando uma complexa
correlagdo genodtipo-fenodtipo ao que se refere o tamanho das repeti¢des e a idade de inicio
dos primeiros sintomas (Matsuura et al., 2004). Também foi evidenciada a presenca de
mosaicismo tanto intra- quanto inter-tecidual, quando analisadas linhagens somaticas de
diferentes tecidos bem como em linhagens germinativas, indicando instabilidade mitotica e
meiotica (Matsuura et al., 2004). Essa propriedade dindmica da expansdo das repetigoes
nucleotidicas contribui para variadas manifestagdes clinicas da doenga.

Os padrdes de expressao fenotipica e instabilidade sdo variaveis tanto dentro quanto
entre familias. Um dos mecanismos propostos para esses fendmenos ¢ de que a
configuragdo dos alelos pode variar (Matsuura et al., 2004). Neste estudo, duas familias
foram descritas com fenotipos distintos ao que se refere "a ocorréncia de convulsdes e
correlagao do tamanho das repeticdes com a idade de inicio da doenga. Todos os pacientes
de uma mesma familia mostraram repetigdes continuas “puras”, ao passo que numa
segunda familia as repeticdes revelaram um padrao complexo, com duas interrupgdes
repetitivas, ATTTCT e ATATTCT. Esse padrao foi semelhante entre os individuos
afetados da familia ao longo de trés geragdes.

Esses achados questionam a ideia consagrada de que a doenca ¢ causada por
expansdes ininterruptas, sugerindo que o grau de pureza das repetigdes pode surgir como
um fator modificador da doenga (Matsuura et al., 2006). O mesmo pode ser verificado em
outras doengas neurologicas tais como SCA1, SCA2, ataxia de Friedrich, sindrome do X-
fragil, distrofia miotonica tipo I, nas quais as sequéncias ininterruptas parecem estabilizar
as unidades repetitivas e a perda da interrup¢des esta associada a instabilidade e a
expansdes repetitivas (Matsuura et al. 2000; Matsuura et al., 2006; Braida et al., 2010).
Ainda que outros estudos sejam necessarios para confirmar essa hipdtese, ela surge como
uma possivel explicacdo para a variagdo na frequéncia de convulsdes entre familias
mexicanas e brasileiras.

Nenhuma correlagdo entre o tamanho dos alelos expandidos e o fenotipo de
convulsoes foi demonstrado (Teive et al., 2004). Também, nenhuma correlagcdo entre o
tamanho das expansdes e¢ a gravidade da doenca foi encontrada, sugerindo que fatores

familia-dependentes podem influenciar nesse aspecto (Matsuura & Ashizawa, 2012).
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Expansoes nas repeticoes ATTCT do tipo de novo ainda nao foram identificadas (Teive et

al., 2011).

1.2.4. A proteina e aspectos fisiopatoldgicos

O produto normal do gene ATXNI10 ¢ a proteina ataxina 10, a qual ¢ composta por
475 aminoacidos (Mirz et al., 2004). Analises da sequéncia de aminoacidos da ataxina 10
demonstram que a proteina nao possui dominio transmembranico, nem localizagao nuclear,
ou outro tipo de peptidio sinal, clusters ou padroes incomuns de aminoacidos ionizados
(Mirz et al., 2004). Analises citologicas mostraram que a ataxina 10 estd localizada
predominantemente no citoplasma do cérebro de ratos, de camundongos e seres humanos.
Ela ¢ uma proteina globular que tende a formar um complexo homotrimérico ponta a ponta
e contém duas repeticdes armadillo na extremidade carboxi-terminal (aminoacidos 287-
433). Proteinas associadas a membranas, tal como a -catenina, também apresentam essa
configuragdo demonstrando que a proteina ataxina 10 pertence a familia de proteinas com
repeticoes armadillo (Mérz et al., 2004).

Essa proteina ¢ fortemente expressa no cérebro, no coragdo € nos musculos, mas
sua expressao ¢ também detectada em uma ampla variedade de tecidos (White et al., 2010).
O real efeito patogénico da mutagcdo ainda ndo estd bem esclarecido. Porém, estudos em
modelo animal nocaute indicam atividade vital especialmente no cerebelo, pois sua
deficiéncia resulta em morte celular (Mérz et al.,, 2004) e a superexpressdo resulta na
diferenciagdo e extensao dos axonios e dendritos das células PC12 (Waragai et al., 2006).
A ataxina 10 no cérebro interage com a subunidade 2 da proteina G e com a transferase
de B-N-acetilglucosamina ligada a oxigénio, o qual reforca a hipdtese desta proteina estar
relacionada com o desenvolvimento neuronal (Mérz et al., 2004; Waragai et al., 2006).

Os eventos de expansoes de repetigdes ATTCT ocorrem no intron 9. Os estudos in
vitro em linfoblastos e fibroblastos derivados de pacientes com SCA10 sugerem que as
repeticoes ATTCT ndo interferem na transcrigdo € nem no processamento pos-
transcricional do alelo mutante de ATXNI0. A repeti¢ao expandida ATTCT ¢ transcrita em
AUUCU expandida no mRNA mutante ndo processado e o intron 9, que contém as
expansdes AUUCU ¢ corretamente removido por mecanismo de splicing (White et al.,

2010).

17



Consequentemente, os niveis de mRNA processados permanecem inalterados.
Entretanto, camundongos knock-out para ATXN1( morreram em estagios embrionarios. Os
heterozigotos ScalO-nulo ndo manifestam modificagdes fenotipicas (Wakamiya et al.,
2006). As repetigdes nucleotidicas ndo interferem na transcricdo dos genes vizinhos
PPARA/FBLNI. Além disso, uma translocacao no intron 2 do gene ATXNI0, responsavel
pela interrupcao do gene e pela haploinsuficiéncia da ataxina 10, ndo causa SCA10 em
humanos (Keren et al., 2010). Dessa forma, perda ou ganho de fun¢do, haploinsuficiéncia e
interferéncia em genes vizinhos muito provavelmente nao interferem na fungao fisioldgica
da ataxina 10 e, portanto, ndo parecem ser os fatores responsaveis pela SCA10 (Wakamiya
et al., 2006).

Alternativamente, a ideia de que o mecanismo causador da SCA10 ¢ mediado por
um possivel efeito téxico do ganho de fungdo do RNA com a expansdo das repetigoes
AUUCUU tem sido considerada. White e colaboradores mostraram que o RNA com a
repeticdo expandida AUUCUU no transcrito mutante do gene ATXN10 interage com a
proteina nuclear hnRNP K, levando a apoptose via translocagdo massiva da proteina
quinase C (PKC) para a mitocondria, sugerindo que a SCA10 ¢ causada por esse
mecanismo. A interagdo do RNA anomalo com outras proteinas leva a formagdo de
agregados (White et al., 2010).

Para confirmar a toxicidade mediada pelo ganho de fun¢do do RNA, um novo
modelo de camundongo transgénico foi desenvolvido, no qual as repeti¢des expandidas de
pentanucleotideos foram reconstruidas na regido 3’ nao traduzida (3 UTR) para garantir
que as repeticdes fossem transcritas, mas nao traduzidas. Os camundongos foram
submetidos a testes para avaliar mudancgas neurologicas, histopatoldgica e celulares. Aos 6
meses, eles apresentaram marcha irregular e um aumento na suscetibilidade de convulsdes,
semelhante ao fendtipo clinico de SCA10. O cortex cerebral, o hipocampo e o ntcleo da
ponte também apresentaram perda neuronal. Mudancas moleculares e celulares
semelhantes as previamente encontradas no modelo celular de SCA10 foram evidenciadas

no cérebro desses animais (White et al., 2012).

1.2.5. Diagnéstico
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Devido a grande semelhanga do quadro sintomatologico entre varias SCAs e a
grande variabilidade fenotipica observada dentro das familias, um diagndstico confiavel
ndo pode ser baseado tdo somente em aspectos clinicos. Ferramentas moleculares se
tornam uteis para a confirmagdo do diagndstico, bem como para a testagem preditiva. O
numero elevado de repeti¢des pentanucleotidicas presente no alelo mutante do gene
ATXNI0 nao permite o uso da PCR como opc¢ao diagndstica. A analise por Southern Blot ¢
a metodologia mais indicada. Entretanto, essa metodologia ¢ trabalhosa e a obten¢do do
resultado ¢ demorada, o que dificulta o seu uso em laboratérios de diagnodstico (Matsuura
& Ashizawa, 2002). Nesse caso, a metodologia de RP-PCR (Repeat Primed PCR) surge
como uma alternativa para identificagdo de alelos mutantes. Entretanto, esta metodologia
apresenta limitacdes, como a impossibilidade de quantificacdo do nimero de repetigdes
que restringe a definicdo do numero de repeticdes nucleotidicas presentes na amostra

analisada.

1.2.6. Ancestralidade

Uma vez elucidada as bases genéticas da doenga, muitas familias de grupos étnicos
distintos com ataxia espinocerebelar autossomica dominante foram testadas (Matsuura et
al., 2000). Pacientes com ataxia espinocerebelar autossomica dominante sem mutagdes
identificadas para outras SCAs e DRPLA, incluindo individuos norteamericanos
eurodescendentes, francocanadenses, italianos, franceses, espanhdis, portugueses,
poloneses ou populacdes asidticas como japoneses, chineses, foram testados para a
expansao no gene ATXNI0 e os resultados desses estudos foram negativos (Fujigazaki et
al., 2002; Matsuura et al. 2002; Sasaki et al., 2003; Brusco et al., 2004; Jiang et al., 2005;
Seixas et al., 2005; Wang et al., 2010; Vale et al., 2010; Sulek-Piatkowska et al., 2010).

As histérias genealdgicas e as caracteristicas fenotipicas dessas familias com
SCA10 sugerem ancestralidade amerindia nesses pacientes. Uma origem ancestral comum
da expansao das repeticoes ATTCT em pacientes com SCAIO nas Américas foi
determinada como sendo possivelmente proveniente da populacdo amerindia, a qual se
espalhou para as populagdes miscigenadas do México, do Brasil e, provavelmente, para
outros paises da América Latina devido a um efeito fundador (Ashizawa et al., 2001).

Entretanto, existem poucas evidéncias moleculares que corroboram essa hipotese.
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1.3. Justificativa

Os dados disponiveis at¢ o momento indicam uma origem ancestral comum da
mutacdo, conforme trabalhos publicados anteriormente (Almeida et al., 2009). Um
trabalho recente do nosso grupo identificou um haplétipo comum em 19 dos 20 pacientes
estudados (12 familias) com SCA10 pertencentes a coorte da Rede Neurogenética (Gheno,
2012). Esse haplotipo ¢ o mesmo identificado previamente em 3 familias do Rio Grande do
Sul e em 1 das 3 familias mexicanas incluidas em um estudo anterior (Almeida et al.,
2009). A frequéncia do mesmo ¢ comum em individuos controles mas difere
significativamente quando comparada aos pacientes (Gheno, 2012).

Esses achados corroboram a hipotese de uma origem ancestral comum para SCA10
nas Américas. Provavelmente a mutacdo tenha se fixado na populagdo americana pela
existéncia de um efeito fundador sendo descrita apenas em populagdes amerindias
(Almeida et al., 2009). A determinacao de haplotipos através de marcadores polimorficos
em regides proximas ao gene ATXNI( ¢ importante para a confirmacdo da origem

ancestral amerindia da mutacao.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi investigar a origem ancestral da mutagcdo no gene ATXNI0.

2.2. Objetivos especificos

a) confirmar a ocorréncia de um haplotipo ancestral comum em pacientes com SCA10 de
diferentes origens geograficas;

b) identificar marcadores proximos ao gene ATXNI0O que sejam informativos de
ancestralidade amerindia;

¢) inferir os haplétipos nos pacientes incluidos neste estudo;

d) comparar a distribui¢do desses haplotipos entre grupos de pacientes;

e) correlacionar e identificar a origem dos haplétipos associados ao alelo mutante;

f) avaliar a relacdo filogenética entre os haplotipos.
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3. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho serdo apresentados a seguir sob a forma de manuscrito,

o qual serd submetido a publicagdo no periddico European Journal of Neurology.
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ABSTRACT

Background Spinocerebellar ataxia type 10 (SCA10) is an autosomal dominant
neurodegenerative disorder characterized by progressive cerebellar ataxia and epilepsy.
The disease is caused by a pentanucleotide ATTCT expansion in intron 9 of the ATXN10
gene on chromosome 22ql13.3. So far SCA10 has shown a geographical distribution
throughout America since it has only been described in admixed patients self-reporting
Amerindian ancestry from different countries. Currently available data suggests that
SCA10 mutation probably might have arisen in Amerindian population and has spread out
to the rest of the continent during the peopling of the Americas. The real ancestral origin of
SCA10 mutations remains under speculation.

Methods Samples of SCA10 patients from two Latin American countries were analyzed,
being 16 families from Brazil (29 patients) and 21 families from Peru (27 patients) as well
as 49 healthy individuals from Indigenous Quechua population and 51 healthy Brazilian
individuals. Four polymorphic markers spanning a region of 5.2 ¢cM harboring the ATTCT
expansion were used to define the haplotypes, which were genotyped by different
approaches.

Results Our data has shown that 19CGGC14-shared haplotype was found in 46.8% of
Brazilian and in 62.8% of Peruvian families. Frequencies from both groups are not
statistically different from Quechua controls (57.3%), but they are statistically different
from Brazilian controls (11.8%) (p<0.001). The second most frequent haplotype in
Quechuas, 19-15-CGGC-14-10, is found in 50.0% of Brazilian and in 64.7% of Peruvian
families with SCA10.

Conclusions These findings bring valuable evidence that ATTCT expansion may has

arisen in a Native American chromosome.

KEYWORDS: SCA10, ATXNI10, haplotypes, ancestral origin, Amerindians, founder
effect
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INTRODUCTION

Spinocerebellar ataxia type 10 (SCA10, OMIM#603516) is a late onset autosomal
dominant neurodegenerative disorder characterized by progressive cerebellar ataxia and
epilepsy [1,2]. Extra-cerebellar symptoms can be also observed such as psychiatric
disorder, cognitive disability, polyneuropathy, and pyramidal signs [1-5]. Apparently,
clinical manifestation may vary according to patients’ ethnical background [3-5]. The
disease is caused by an expansion of the pentanucleotide repeat ATTCT in intron 9 of the
ATXNI0 gene, which is located at chromosome 22q13.3 [1,2]. Normal alleles can vary
from 9 to 32 repeats, while alleles from affected subjects range from 800 up to 4,500
repeats [6-9]. Reduced penetrance has been found for intermediate size alleles of 280 to

850 repeats [10,11].

So far SCA10 has shown a geographical distribution throughout the Americas since it has
only been described in patients from Mexico, Brazil, Argentina, Venezuela, Colombia,
United States and more recently Peru [12-20]. Interestingly, the majority of patients has
self-declared a family history of Amerindian ancestry, and the literature specifically
reports two affected subjects descending from the Yaqui, in Mexico, and from the Sioux,
also from North America [17,18]. Previous haplotype studies in a limited number of

Brazilian and Mexican families have shown a shared common haplotype [21].

Hence, currently available data suggests that SCA 10 mutation might have arisen in Native
American populations and it is present nowadays in urban populations due to admixture
with Europeans and Africans who arrived in the Americas in the XVI and XVII centuries
[22-25]. Therefore, the real ancestral origin of SCAI0 mutations remains under
speculation. Herein, we present the most extensive haplotype study in patients from two
different geographical regions bringing molecular evidence that sustains the hypothesis of

Amerindian ancestral founder mutation in SCA 10 patients.
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MATERIALS AND METHODS

SCA10 families and control population

This study was carried out in 16 Brazilian and 21 Peruvian unrelated families including 29
and 27 individuals, respectively. Brazilian families are from 5 different Brazilian States: 7
from Rio Grande do Sul, 3 from Santa Catarina, 3 from Sdo Paulo, 1 from Goias, and 2
from Rio Grande do Norte. Peruvians families are also from different regions of Peru,
mainly from Pacific coast and highlands regions. Samples from Peru and from Brazilian
States but Rio Grande do Sul were available through Rede Neurogenética. Inclusion
criteria were suggestive clinical signs and symptoms of ataxia with a confirmed molecular
diagnosis of SCA10 (an expanded ATTCT allele). Samples from 49 unrelated Quechua
individuals and 51 unrelated Brazilians individuals were included as controls [21]. All
participants provided signed informed consent. This study is part of a more comprehensive
project, which was approved by the Ethics Committee of Clinical Hospital of Porto Alegre
(project #07-259).

ATXNI10 Mutation analysis

Peripheral blood samples (5 mL) were collected from patients and healthy individuals.
Genomic DNA was isolated from peripheral blood leukocytes using salting-out method
[26]. Expanded alleles were detected by repeat-primed polymerase chain reaction (RP-
PCR) using a locus specific primer, a repeat specific primer, and a tailed primer (Table

S1). Amplification was carried out under conditions previously described [27].

Genotyping of polymorphisms flanking the ATXN10 gene

All subjects were genotyped for four highly polymorphic short tandem repeats (STRs) and
four single nucleotide polymorphisms (SNPs). Initially, haplotypes were constructed with
four SNPs (1rs5764850 - C/A, rs72556348 - G/A, 1572556349 - G/A, 1572556350 — C/T)
and two dinucleotides STRs (D22S1140 and D22S1153). In order to gain insight about the
ancestral origin of the haplotype two tetranucleotides STRs (D22S532 and GATAO030P)
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were added to the original set of markers, spanning a region of 5.2 ¢cM harboring the
ATTCT repeats. The entire multiloci combination is shown in Figure 1. Amplification of
the polymorphic regions was performed with primer sequences listed in Table S1. Three
different genotyping methods were used. First, rs5764850 was determined by qualitative
assay by real-time PCR using a validated TagMan® PCR Assay (Applied Biosystems).
PCR reaction was performed in a final volume of 8uL containing 4ng of DNA, 0.2uL of
specific TagMan assay, and 4uL of 2x PCR Genotyping Master Mix (Applied Biosystems)
(Assay ID C 30474239 39). Amplification included an initial step at 50°C for 2 min
(activation of AmpErase UNG function), 95°C for 10 min (AmpliTaq"Gold activation),
followed by 40 cycles of denaturation at 95°C for 15 seconds and annealing/extension at
60°C for 1 min. Allelic discrimination step was performed at 60°C for 1 minute.
Amplicons were analyzed by Sequence Detection System software version 1.2.1 (Applied
Biosystems) in the ABI Prism 7500 Sequence Detector System (Applied Biosystems)

through allelic discrimination plot.

The remaining SNPs were genotyped by DNA sequencing. The three SNPs were amplified
in a single fragment of 483 bp. A 25uL reaction was prepared containing 100ng of
genomic DNA, 5.0pmol of each primers ATXNIOSNPR and ATXN10SNPFI1; 200uM
dNTPs (Amersham-Pharmacia), 10mM Tris-HCI (pH 8.3), S0mM KCI, 0.75mM MgCl,,
and 1.5U of Tag DNA Polymerase (Invitrogen). Amplification was performed in a thermal
cycler as follows: initial denaturation at 94°C for 10min, followed by 30 cycles at 94°C for
30 sec, 63°C for 1 min and 72°C for 30 sec, and final extension at 72°C for 10 min.
Amplification was verified by resolving an aliquot using a 1.5%(w/v) electrophoresis gel.
Amplicons were submitted to 2.5U Exonuclease I and 0.25U Shrimp Alkaline Phospatase
purification before sequencing reaction, which was performed using the BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems), according to manufacturer’s
instructions. Amplicons were resolved through capillary electrophoresis on an ABI3130xI

Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
Finally, the identification of four STRs markers were performed simultaneously by

multiplex PCR reaction carried out in a final volume of 25uL, containing 20ng of genomic

DNA, 2.5 pmol of each primer, 200uM dNTPs (Amersham-Pharmacia), 15mM Tris-HCI
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(pH 8.3), 75 mM KCI (PCR Buffer II — Applied Biosystems); 0.75 mM MgCl, and 1U of
AmpliTaq®Gold DNA polymerase (Applied Biosystems). One primer of each pair was
labeled on its 5° end with different fluorescent dye in order to discriminate each fragment.
Multiplex PCR amplification was performed in a thermal cycler, followed by 30 cycles as:
initial denaturation at 95°C for 10 min and 56°C for 30 seconds for annealing, and final
extension at 72°C for 5 min. After amplification, an aliquot of PCR products was mixed
with formamide (HiDi'™ Formamide, Applied Biosystems) and GeneScan'™ 500-LIZ
(Applied Biosystems), and capillary electrophoresis was performed in an ABI 3130x/
Genetic Analyzer (Applied Biosystems) using a 36cm x 50um capillary containing
Performance Optmized Polymer-7 (POP-7, Applied Biosystems). Samples were injected
during 22s at 3.0kV and eletrophoresed at 15kV for 40 min at 60°C. Amplicon lengths
were estimated using GeneScan™ 500-LIZ molecular weight through GeneMapper® 3.2
software (Applied Biosystems). Samples with length determined by DNA sequencing were

used as internal controls in the amplification reaction.

Statistical analysis

Allele frequencies were determined by direct counting. Haplotypes were inferred using
PHASE v. 2.1.1 [28]. Statistical analysis was performed using WINPEPI program. Chi-
square test was used to compare alleles frequencies between controls and patients. The null
hypothesis was rejected at p<0.05. Phylogenetic analysis was conducted employing

Network Software 4.6.1.3 to assign the phylogenetic relationship between haplotypes [29].
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RESULTS

A total of 29 Brazilian (16 families) and 27 Peruvian (21 families) SCA10 patients, and 49
healthy Quechua controls were genotyped using eight ATXN10 gene-flanking markers.
Polymorphic alleles markers were arbitrarily named according to the number of repetitive
tracts. For those families with more than one affected member, the genotype of the index
case was chosen to perform statistical analysis in order to avoid counting the same
haplotype twice. Taking into account the intragenic SNPs, CGGC haplotype was
conserved in all SCA10 families, being the most common among Brazilians (78.2%),

Peruvians (90.5%), and Quechuas (94.9%).

Allelic frequencies distribution of genetic markers among all samples included in this
study are shown in Table S2. D22S532 is the only marker in which allelic frequencies
showed statically difference between each patients groups and Quechuas controls. Initially,
haplotypes were constructed with informative SNPs and STRs D22S1140 and D22S1153,
spanning a region of ~ 1.7Mb, flanking the repeats on both sides. Results showed 16 and
13 different haplotypes defined within Brazilian and Peruvian families, respectively.
Considering those, 2 Brazilian haplotypes were linked to SCA10 mutation while 5
different Peruvians haplotypes were SCA10-linked (Table 1). Amerindian Quechua control
population showed 14 different haplotypes. The most frequent SCA10-linked shared
haplotype was 19CGGC14 accounting for 53.0% Brazilian and 59.5% Peruvian families.
This haplotype is also present in Amerindian Quechuas with a very similar frequency
(57.0%) as shown in Table S3. No statistically significant differences were found between
patients and controls. Considering all markers as an extended haplotype, the most frequent

one in both patients groups was 19-15-CGGC-14-10.
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DISCUSSION

SCA10 is a rare disease with unknown prevalence and it is believed to exist anywhere also
but in America [30-36]. The unique occurrence of SCA10 ever observed outside America
was reported in a patient born in the Paijan region of Peru, who declared pure Amerindian
ancestry [18]. The vast majority of affected individuals had self-declared as having

Amerindian ancestry.

In this study, common haplotype 19CGGC14 was demonstrated to be present in a large
cohort of SCA10 families from Brazil and Peru. Frequencies regarding this 19CGGC14
SCA10-linked do not differ among groups (Table 1). This haplotype has been previously
denominated as the “SCA10 haplotype” once it was carried by 2 families from the
Southernmost state of Brazil and in one Mexican family, and in 19 out of 20 patients from
a previous study of our group [37], signaling that the mutation has a common ancestral

origin [20].

The Quechua from Peru were chosen for the present study due to their elevated
contribution to the genetic pool of the Peruvian population. All Peruvian SCA10 cases in
our cohort show geographic distribution overlapping with Quechua speaking-regions.
Interestingly, our data has shown that 19CGGC14 shared haplotype is the most frequent
among Quechua controls (57.3%), which does not differ statistically from the frequency in
Brazilian (46.8%) and Peruvian patients (62.8%), but are statistically different from
Brazilian controls (11.8%) (p<0.001) as shown in Table 2 [20].

Still, this data has to be interpreted carefully when extrapolating to affirm the exclusive
Amerindian origin of SCA10 mutation, as previous study has shown this multiloci
combination is quite frequent in normal chromosomes of Brazilian population as well as in
Mexican and Portuguese [20]. Moreover, due to the great admixture of American
population, whether the causative mutation was originated in Native American

chromosomes remains obscure.

In order to address this question we then extended the haplotype by including two more

STRs, D22S532 and GATAO30P, since considering this inclusion there are two forming
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haplotypes, h2 (13-10) and h3 (15-10) carried by almost 40% of the Amerindians [38]. The
two most frequent extended haplotypes in controls are 19-13-CGGC-14-10 (14.2%)
followed by 13-15-CGGC-14-10 (13.2%) (Table S4). The 13-15-CGGC-14-10 is carried
by 50.0% of Brazilians and 64.7% Peruvians families as shown in Table 3. The causative
mutation may not necessarily have occurred in the most prevalent haplotype. Frequencies
of referring haplotypes were compered among native populations around the world and
among 19CGGC14 SCA10-linked in both patients groups and are shown in Figure 2.
Interestingly, h3 is shown to be in cis with 19CGGC14 and the mutant allele, and is
present in 7 out of 14 Brazilian (50.0%) and in 11 out of 17 (64.7%) Peruvian families.
These findings are in agreement to our previous hypothesis of a common ancestry of the
mutation and further reinforce that the studied block of markers flanking ATTCT mutation
is probably in an Amerindian portion of the chromosome. Furthermore, a founder effect

might be contributing to the distribution of SCA10 throughout American countries [20].

Data from different fields of knowledge, including Genetics, give support to the Asian
origin of nowadays Native Americans. They would have migrated from somewhere near
southwest Siberia, passing through Bering Strait and finally reaching the American
continent through North America. However, there is no consensus on arrival data of these
migrants, and on the number of main migration waves as well. Nevertheless, Bering played
a central role, as the migrating population stayed there for at least 5,000 years. Sufficient
time in which numerous autochthonous mutations found only in Native Americans may
have arisen [39, 40]. Moreover, it is probable that the origin of SCA10 mutation may have
occurred early in their entry into the Americas, considering the wide distribution of the
disease in this continent. The southward model of human dispersal pointed out to a

decreasing genetic diversity as distance from Bering Strait increases [38].

Also, there is a higher level of genetic diversity and a lower level of population structure in
Western South America when compared to Eastern South America. This may explain a
relatively higher diversity of Peruvian haplotypes associated to the SCA10 mutation when
compared to Brazilian families, since the latter have shown only two different haplotypes

19CGGC14 and 19CGGC18 associated to SCA10 mutation. The 19CGGCG18 i1s different
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from the most common haplotype by a four repeat unit in the D22S1140 marker as a result

of a relatively common event in STRs represented by gain or loss of repeat units.

CGGC haplotype-lineage networks were constructed in order to better understand the
phylogenetic relationship among haplotypes associated to SCA10. Networks considering
CGGC with 2 STRs and CGGG with 4 STRs have shown similar pattern among groups, as
shown in Figure 3 and 4, respectively. This is an additional evidence of Amerindian
ancestry. A bimodal-like pattern would be seen in networks of patients if they had a
different ATXNI10 gene origin, which is a pattern characteristic of historically isolated
populations. Besides, both networks present long branches in its extremities that
characterize population isolation-by-distance, which would be unlikely to be expected in

admixed populations.

We should take into consideration that haplotypes h2 and h3 are found in other populations
around the World despite their high prevalence in Native American tribes. Unfortunately,
there are no exclusive genetic markers of Native American along the chromosome region
assessed in the present studied that could give undoubtedly information about the SCA10
ethnic origin. Considering this limitation, additional studies should focus in evaluating the
individual genetic ancestry of family members carrying the most common haplotype by

employing different approaches to further assess the founder effect for SCA10 in America.
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CONCLUSION

The present study is the most extensive ever performed addressing the SCA10 ancestral
origin and including a large number of SCA10 families from two different geographical
regions in South America. Up to date the Amerindian ancestry of the mutation was
hypothesized based on theoretical evidence only. We provide here additional molecular

evidence that supports the Amerindian common ancestry for all patients.
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Figure 1. Scheme of the chromosome 22 region including the ATXNI10 gene harboring the
SCA10 mutation. The ATTCT repeat and its flanking region is represented, showing the location of four
intragenic SNPs (rs5764850, rs72556348, rs72556349, and rs72556350) and four microsatellite markers
(D22S1140, D22S532, D22S1153, and GATAO030P) used for haplotype reconstruction.
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Table 1. Frequencies of haplotypes associated to SCA10

CA CA),
S AN (LN
D22S1140 rs5764850 rs72556348 rs72556349 rs72556350 D22S1153
Brazilian families SCA10-linked alleles Peruvians families SCA10-linked alleles
Haplotypes
(n=16) (n=21)
19 CGGC 14 0.875 (14)° 0.808 (17)*
19 CGGC 18 0.125(2) 0.048 (1)
21 CGGC 17 0.000 0.048 (1)
21 CGGC 20 0.000 0.048 (1)
18 CGGC 17 0.000 0.048 (1)

*Frequencies were compared using the Qui-square test (X* = 3.003; p = 0.930)
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Table 2. Haplotype 19CGGC14 vs. others haplotypes among groups

Brazilian Peruvians Quechuas Brazilian
Haplotypes patients (16) patients (21) controls (49) controls (51) [21]
n (%) n (%) n (%) n (%)
19CGGC14 15 (46.8) 26 (62.8) 56 (57.3) 12 (11.8)"
others 17 (53.2) 16 (27.2) 42 (42.7) 90 (88.2)
Total 32 (100.0) 42 (100.0) 98 (100.0) 102 (100.0)

" This group is statistically different from the others (X’ =55.0; p<0.001; sidak-adjusted pairwise comparison).
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Table 3. Frequencies of the extended haplotypes associated to SCA10

(CA)iz2t e CIA GIA A CIT (CA)rz o TAnAn

L Dzzslgs.z C : G= . \ (';/\T/\UduP

(GATA), (GATA),
Haplotypes linked in Brasilons' _linked in peraviangt Qe 19CGGCH4-caers
(n=14) (n=17) (n=58)

1915 CGGC 14 10 0.500 (7) 0.646 (11) 0.224 (13)
1915 CGGC 14 8 0.357 (5) 0.000 0.017 (1)
1915 CGGC 14 9 0.143 (2) 0.059 (1) 0.052 (3)
1915 CGGC 147 0.000 0.059 (1) 0.000
1913 CGGC 14 10 0.000 0.118 (2) 0.241 (14)
19 14 CGGC 14 9 0.000 0.059 (1) 0.017 (1)
1916 CGGC 145 0.000 0.059 (1) 0.000
Others® 0.000 0.000 0.449 (26)

* Frequencies were compared by Fisher’s exact test with Bonferroni correction for multiple comparisons; Brazilians vs. Peruvians

(p=0.037); Brazilians vs. Quechuas (p<0.001); Peruvians vs. Quechuas (p<0.001).
®Remaining alleles are distributed among 26 others 19CGGC14-carrier haplotypes (Table S4)
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Haplotypes D22S532 GATA30P
B h2 +h3 Oothers h2 13 10
h3 15 10
89,5%
85,4% - 85,6%
81,9% 80.5%
77,09 -
% 74.4% 1
61,8%
50,0% 50,0%
38,2%
0,
23,0% 256%
18,1% 195%
14,6% 14,4%
I B I I
19GCC14 SCA10- 19GCC14 SCA10- America* (n=1058) Europe (n=314) Middle East Southern Central Oceania (n=72) Africa (n=246) Eastern Asia
linked Brazilian linked Peruvians (n=352) Asia (n=416) (n=496)

patients (n=14) patients (n=17)

Figure 2. Distribution of haplotype frequencies of ancestral informative markers among
ethno-geographical groups and 19CGGC14 SCA10-linked among patients. Corresponding
haplotype names to their alleles are shown in upper black box. Black bar represent the combined alleles of
D22S532 and GATA30P markers that are carried by 38.2% of Amerindians according to the study of Wang
et al, 2007. Other haplotypes (white bars) are distributed in low frequency among 46 different haplotypes.
Interestingly, both highly prevalent haplotypes in America (h2 and h3) are also presented in half of Brazilian
and 77.0% of Peruvian SCA10 patients.
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Table S1. Primers used for markers genotyping and expanded allele detection

Markers Primer name  Primers sequence (5’-3°) Genotyping method
60541F GCCTCAGTGTCCCCATCTG _

D22S1140  (hsaiR VIC-TCTCTGGTGTACGCGCAC Multiplex PCR
D22S532F AGGAGGCAGAGGTTACAGTA _

D228532  r09530R PET-GTGGTCTGAGAAGATACTTGA Multiplex PCR
ATXNI0SNPFI  TCTTTTTGAGATGAAGTCTCTCTATGTTG _

1872556348\ 1 vN10SNPR ~ GCAGATAACGTGATCATCACGGG Sequencing
ATXNI0SNPFI  TCTTTTTGAGATGAAGTCTCTCTATGTTG _

1872556349\ 1xN10SNPR ~ GCAGATAACGTGATCATCACGGG Sequencing
ATXNI0SNPFI  TCTTTTTGAGATGAAGTCTCTCTATGTTG _

1872556350\ 1vN10SNPR ~ GCAGATAACGTGATCATCACGGG Sequencing
6553F TGAGCCATGATCGCACCAC _

D228S1153  (ssap NED-GCCTTCCTGCCAAGTTTGG Multiplex PCR
GATAO030PF GCGATCATATCTGCGATTCA _

GATAO30P .+ 030pr  PET-GTTTCTTCACTCCCAGCTTCTTTGCTT Multiplex PCR

Mutation Primer name  Primers sequence (5°-3’) Genotyping method
SCA10TPF FAM-CAGATGGCAGAAATGATAAACTCAA

ATTCT TACGCATCCCAGTTTGAGACGAGAATAGAATAGA . 2

expansion SCA10TPR1 ATAGAATAGAAT Repeat-primed PCR
TPR2 (tail) TACGACATCCCAGTTTGAGCG

*"Matsuura & Ashizawa, 2002.
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Table S2. Frequency of alleles at marker loci D22S1140, D22S532, D22S1153,
GATAO30P and SNPs in ATTCT-mutation-bearing and control Quechuas

chromosome.
SCA10 patients BF vs PF Quechua BF vs QC PF vs QC
Alleles Brazilians Peruvians controls
(n= 16) (n=21) P value® (n=49) P value® P value®
D22S1140
12 0.094 0.047 0.041
15 0.031 0.000 0.000
16 0.000 0.000 0.010
17 0.031 0.000 0.000
18 0.031 0.024 0.640 0.020 0.016 0.203
19 0.656 0.810 0.888
20 0.063 0.024 0.031
21 0.094 0.095 0.010
D22S532
7 0.000 0.024 0.000
12 0.000 0.000 0.010
13 0.219 0.214 0.459
14 0.063 0.143 0.776 0.204 0.001" 0.004"
15 0.688 0.571 0.327
16 0.030 0.048 0.000
rs5764850
C 0.844 0.905 0.940
A 0.156 0.095 0.060
Cc/C 0.688 0.810 0.488 0.880 0.137 0.487
C/A 0.313 0.190 ’ 0.120
A/A 0.000 0.000 0.000
rs72556348
G 0.875 0.970 1.000
A 0.125 0.030 0.000
G/G 0.750 0.952 0.159 1.000 0.003" 0.300
G/A 0.250 0.048 ’ 0.000
A/A 0.000 0.000 0.000
rs72556349
G 0.938 0.976 0.990
A 0.063 0.024 0.010
G/G 0.875 0.952 0.980
G/A 0.125 0.048 0.575 0.020 0.150 0.512
A/A 0.000 0.000 0.000
rs72556350
C 1.000 1.000 1.000
T 0.000 0.000 0.000
Cc/C 1.000 1.000 - 1.000 - -
C/T 0.000 0.000 0.000
A/A 0.000 0.000 0.000
D22S1153
14 0.688 0.691 0.716
15 0.031 0.000 0.627 0.000 0.660 0.936
16 0.000 0.000 0.010
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17
18
19
20
21

GATAO030P
5
7
8
9
10
11

0.031
0.094
0.031
0.125
0.000

0.218
0.000
0.250
0.125
0.344
0.063

0.095
0.119
0.000
0.095
0.000

0.119
0.024
0.119
0.095
0.500
0.143

0.316

0.061
0.112
0.020
0.071
0.010

0.092
0.041
0.153
0.163
0.531
0.020

0.114

0.127

a

*statistically significant values (p<0.05)
BF: Brazilian families
PF: Peruvian families
QC: Quechua controls

p-values were obtained by Fisher’s exact test with Bonferroni for multiple comparisons
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Table S3. Haplotypes frequencies distribution among SCA10 patients and controls.

e A L
D22S1140 rs5764850 rs72656348 rs72556349 rs72556350 D22S1153
16 Brazilian families 21 Peruvians families 49 Quechuas controls 51 Brazilian controls!®!)
Haplotypes (32 alleles) (42 alleles) (98 alleles) (102 alleles)

CGGC 0.782 0.905 0.949 0.706

AGGC 0.094 0.000 0.041 0.197

CAGC 0.031 0.071 0.000 0.000

AAAC 0.031 0.000 0.000 0.078

CAAC 0.031 0.000 0.000 0.019

AGAC 0.000 0.000 0.010 0.000

AAGC 0.031 0.024 0.000 0.000
19CGGC14 0.468 0.628 0.573 0.118
19CGGC18 0.063 0.071 0.113 0.000
19CGGC20 0.063 0.071 0.061 0.000
12AGGC14 0.031 0.024 0.000 0.020
21AAGC19 0.031 0.000 0.000 0.000
21AGGC14 0.031 0.000 0.000 0.000
20AGGC20 0.031 0.000 0.000 0.000
17AAAC20 0.031 0.000 0.000 0.020
15CGGC14 0.031 0.000 0.000 0.020
20CGGC15 0.031 0.000 0.000 0.000
21CAGCl14 0.031 0.000 0.000 0.000
18CGGC14 0.031 0.000 0.020 0.020
12CGGC18 0.031 0.024 0.000 0.059
19CAAC14 0.031 0.000 0.000 0.000
19CGGC17 0.031 0.024 0.061 0.039
12CGGC14 0.031 0.000 0.041 0.020
21CGGC17 0.000 0.024 0.000 0.000
21CGGCI18 0.000 0.024 0.000 0.059
19AGGC14 0.000 0.024 0.041 0.020
19CGGC19 0.000 0.000 0.020 0.000
21CGGC20 0.000 0.024 0.000 0.000
18CGGC17 0.000 0.024 0.000 0.000
20AAAC14 0.000 0.024 0.000 0.020
16CGGC14 0.000 0.000 0.010 0.000
19CGGC21 0.000 0.000 0.010 0.020
19AGAC14 0.000 0.000 0.010 0.000
20CGGC14 0.000 0.000 0.020 0.000
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20CGGC20
21CGGC16
21AGGC17
12AAAC20
12CGGC17
15CGGC20
16AGGC14
16AGGCI15
16CGGC15
17AGGC14
17AGGCI15
17AGGC20
17CAAC18
17CGGC14
17CGGC15
17CGGC17
17CGGC18
18AAACIS
18AGGC14
20AGGC19
20CGGC18
20CGGC21
21CGGC14
21CGGC21
21AAAC14
21AGGC19
22CGGC14

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.024
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.010
0.010
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000

0.020
0.039
0.020
0.020
0.020
0.020
0.039

0.020
0.020

0.020
0.039
0.039
0.020
0.039
0.020
0.020
0.000
0.020
0.000
0.078
0.020
0.020
0.020
0.020
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Table S4. List of extended haplotypes and their frequencies
in Indigenous Quechua controls

Absolute Relative
# Haplotypes frequency frequency
n=98
1 1213 CGGC 20 7 1.000 0.010
2 1215 CGGC 14 10 3.000 0.031
3 1613 CGGC 14 10 1.000 0.010
4 1815 CGGC 14 8 1.000 0.010
5 1815 CGGC 14 10 1.000 0.010
6 1912 CGGC 19 10 1.000 0.010
7 1913 CGGC 145 7.000 0.071
8 1913 CGGC 14 8 3.000 0.031
9 1913 CGGC 149 7.000 0.071
[10 1913 CGGC 14 10 14.000 0.143 |
11 1913 CGGC 14 11 1.000 0.010
12 1913CGGC 178 1.000 0.010
13 1913 CGGC 18 10 7.000 0.071
14 1913 CGGC 19 10 1.000 0.010
15 1914 CGGC 147 1.000 0.010
16 1914 CGGC 148 3.000 0.031
17 1914 CGGC 149 1.000 0.010
18 1914 CGGC 14 10 2.000 0.020
19 1914CGGC 178 3.000 0.031
20 1914 CGGC 1710 1.000 0.010
21 1914 CGGC 18 8 3.000 0.031
22 1914 CGGC209 2.000 0.020
23 1914 CGGC 2010 1.000 0.010
24 1914 AGAC 147 1.000 0.010
25  1915CGGC 145 2.000 0.020
26 1915CGGC 148 1.000 0.010
27 1915CGGC 149 3.000 0.031
[28 1915 CGGC 14 10 13.000 0.133 |
29  1915CGGC209 1.000 0.010
30 1915CGGC 2010 1.000 0.010
31 1915 CGGC 21 10 1.000 0.010
32 1915 AGGC 14 10 3.000 0.031
33 1915 AGGC 14 11 1.000 0.010
34 2013 CGGC 1710 1.000 0.010
35 2014 CGGC209 1.000 0.010
36 2015CGGC 147 1.000 0.010
37  2113CGGC 169 1.000 0.010
38 1914 CGGC 1810 1.000 0.010

All haplotypes were inferred by PHASE™". Additional informative markers D22S532 and
GATAO030 are shown in bold. Two most frequent haplotypes are boxed.
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Figure 3. Networks of CGGC haplotype-lineage in patients. a) Phylogenetic relationship including
two STRs (D22S1140 and D22S1153); b) Phylogenetic relationship including four STRs (D22S1140,

D22S1153, D22S532, and GATAO30P).
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Figure 4. Networks of CGGC haplotype-lineage in the Quechua population. a) Phylogenetic
relationship including two STRs (D22S1140 and D22S1153); b) Phylogenetic relationship including four

STRs (D22S1140, D22S1153, D22S532, and GATAO030P).
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4. DISCUSSAO

A SCA10 ¢ uma doenca rara e sua prevaléncia ¢ desconhecida. Em geral, a
prevaléncia das SCAs, assim como outras doengas genéticas, ¢ bastante variavel e pode
estar associada com a composi¢do ¢étnica das populagdes. Uma caracteristica relevante
dessa doenga ¢ que todos os pacientes acometidos com SCA10 sdo provenientes de paises
do continente americano. Além disso, frequentemente, a maioria dos pacientes com SCA10
relatam ter uma ancestralidade indigena. Essas evidéncias, juntamente com a inexisténcia
da doenca em outras populacdes europeias e asiaticas, corrobora a hipotese de um efeito
fundador para a mutagdo associada a doenga (Teive et al., 2013). Nao ha na literatura
estudos em populagdes africanas para as quais a SCA10 tenha sido testada.

No presente estudo novas familias foram identificadas como portadoras do alelo
expandido, sendo essas provenientes de diferentes regides do Brasil e do Peru. Buscando
investigar a origem ancestral da mutagdo, primeiramente, uma analise para a identificacao
de haplétipos foi realizada utilizando marcadores intragénicos (SNPs) e extragénicos
(STRs) ja publicados na literatura. Esse haplotipo foi definido por Almeida ef al. (2009) em
todas as trés familias do estado do Rio Grande do Sul e em uma das trés familias
Mexicanas estudadas e ¢ denominado na literatura como o “haplotipo SCA10” (Bushara et
al., 2013).

Um estudo anterior do nosso grupo, verificou que esse mesmo haplotipo esta
presente em 19 dos 20 pacientes com alelos expandidos no gene ATXN10 (Gheno, 2012). A
presenca consistente de um haplotipo tnico, 19CGGC14, sugere uma ancestralidade
comum a todos os pacientes com SCA10. No presente estudo esse mesmo haplotipo esta
presente em 46,8% dos pacientes brasileiros e 62,8% dos pacientes peruanos. Além disso,
ele também estd numa frequéncia semelhante de 57,3% na populagdo indigena controle,
nao havendo diferenca estatisticamente significativa entre essa e pacientes de ambos paises.
No entanto, apesar dessa ser mais uma evidéncia relevante, ¢ dificil saber, com base apenas
nesses marcadores, se realmente a mutagdo tem origem nativa americana uma vez que esse
haplétipo também ¢ o mais frequente em individuos normais de outras populacdes
amostradas por Almeida et al. (2009), porém ha diferenca estatisticamente significativa

entre as populacdes amostradas e os controles brasileiros. Nao hd marcadores proximos a
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expansao que sejam exclusivos da populagdo indigena nativa americana, dificultando assim
a elucidacao dessa questao.

Visando ter uma aproximacao da origem do bloco compartilhado, neste estudo
expandimos o haplotipo incluindo mais dois marcadores informativos de ancestralidade,
D22S532 ¢ GATAO30P, abrangendo uma regidao de 5.4 cM. As combinagdes alélicas
desses marcadores apresentam dois hapldtipos, os quais conferem uma prevaléncia de
quase 40% em populacdes nativo americanas, sendo esses mais frequentes na América em
comparagdo a outras populacdes ao redor do mundo (Wang et al., 2007). O haplétipo
estendido foi investigado em 16 familias brasileiras, 21 familias peruanas e, como
controles, 49 individuos saudaveis da mesma populagdo indigena Quechua do Peru.

A partir das analises dos haplotipos, a existéncia do haplotipo comum CGGC foi
confirmada em todos os pacientes com SCA10. Interessantemente, a presenca do haploétipo
19CGGC14, em 7 das 14 familias brasileiras (50,0%) e 11 das 17 (64,7%) familias
peruanas; esta em cis com o haplotipo que vem a ser o segundo mais frequente (15-10) na
populacdo indigena controle (13,6%), configurando o haplétipo estendido 19-15-CGGC-
14-10. Nao necessariamente o evento de expansao pode ter ocorrido no alelo mais
frequente. Esses achados estdo de acordo com a nossa hipotese de origem ancestral comum
da mutagcdo e apontam para uma aproximagdao a origem nativa americana do bloco que
contém a mutacao patogénica.

A ideia de que os nativos americanos vieram da Asia ndo ¢ nova. Mas existe
controvérsia sobre a data da chegada desses migrantes € o nimero de ondas migratorias. Os
estudos com marcadores genéticos, uniparentais mtDNA e cromossomo Y, mostram que a
Beringia desempenhou um papel central no modelo de povoamento das Américas. Sendo
assim, a mesma nao serviu apenas de corredor de passagem, mas foi também uma regiao
onde varias mutagdes especificas foram acumuladas, resultando em haplogrupos
encontrados somente nos nativo americanos ¢ que os distinguem das populagdes asiaticas
que lhes deram origem (Bonatto e Salzano, 1997). Por conseguinte, as populagdes
ancestrais dos paleoindios ali permaneceram por um longo periodo, provavelmente ~5.000
anos, tempo suficiente para que essas mutagdes autoctones pudessem ocorrer. E provavel
que a mutacdo associada a SCA10 tenha ocorrido em populagdes ancestrais dos nativos
americanos e tenha se espalhado para o restante do continente de acordo com o modelo de

povoamento da América pelo Homo sapiens. Esse efeito fundador da mutagdo em
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populagdes nativas americanas estaria, portanto, contribuindo para o aparecimento da
doenga no continente. Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para comprovar essa
hipotese.

E importante salientar que os marcadores que compdem o haplétipo estendido néo
sdao exclusivos de populacdes nativo americanas. Por isso, para complementar o resultado
da anélise de haplotipos que nos indicaram para a ancestralidade nativa americana da regiao
cromossdmica em questdo, ndés propomos o emprego futuro de uma outra metodologia.
Essa seria a genotipagem de SNPs, abrangendo todo genoma, a qual nos daria uma
estimativa aproximada da ancestralidade genética de pacientes portadores do haplotipo
compartilhado. Assim, os resultados da andlise haplotipica somados a informagao da
ancestralidade individual obtida utilizando uma ampla gama de marcadores informativos
tornaria possivel a inferéncia da origem do bloco com grande probabilidade de acerto.

Por fim, este trabalho consiste no mais extenso estudo sobre a origem ancestral da
mutacdo de SCA10 at¢ o momento. N6s identificamos um haplotipo estendido em familias
de duas origens etnogeograficas distintas que compartilham um haplotipo também
frequente em populacao indigena Quechua. Esse achado ¢ mais uma evidencia que
corrobora a hipotese de que a mutagdo associada a SCA10 possa ter ocorrido num

cromossomo de origem nativa americana.
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5. CONCLUSOES

Considerando apenas os SNPs intragénicos, o haplotipo CGGC se mostrou
consistente e compartilhado entre todos os pacientes incluidos no estudo. Considerando o
haplétipo denominado “haplotipo SCA10”, 19CGGC14, esse se mostrou o mais frequente
nas trés populagdes amostradas: pacientes brasileiros (46,8%), pacientes peruanos (62,8%)
e Quechuas (57,3%), ndo havendo diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

Apo0s a determinagao do “haplotipo SCA10” comumente encontrado na amostra de
pacientes, dois marcadores adicionais foram estudados. O haplétipo 19-15-CGGC-14-10
associado a mutacgdo apresentou uma frequéncia de 50,0% e 64,7% em pacientes brasileiros
e peruanos, respectivamente. A comparagdo das frequéncias anteriormente citadas com a
populagdo controle indigena Quechua apontou para a ancestralidade nativa americana da
mutacdo uma vez que o haplétipo estendido associado a SCA10, 19-15-CGGC-14-10, € o
segundo mais prevalente entre alelos controles (13,2%) seguido do haplétipo 19-13-CGGC-
14-10 (14,2%).
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