Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude

Curso de Pos-Graduacao em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica

Andlise Molecular e Clinica das Ataxias Espinocerebelares

TESE DE DOUTORADO

Alexis Trott

Porto Alegre

2006



Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude

Curso de Pos-Graduacgdo em Ciéncias Biologicas: Bioquimica

ANALISE MOLECULAR E CLINICA DAS ATAXIAS
ESPINOCEREBELARES

Alexis Trott

Orientador

Prof. Dr. Roberto Giugliani

Tese apresentada ao Curso de Pos-
Graduacio em Ciéncias Bioldgicas:
Bioquimica como requisito parcial para
obtencio do titulo de Doutor em

Bioquimica.

Porto Alegre, novembro de 2006



A todos que por mim tém consideragdo, carinho e
amizade e, principalmente, aos meus orientadorares,
aos meus pais, a minha esposa e, especialmente, a

minha filha Catharina!



Muitas vezes vivemos a vida acorrentados
E nem sequer sabemos que temos a chave

The Eagles

Nada ha de permanente,
Exceto a mudanca

Heraclito, 450 a.C.



Agradecimentos

Ao Dr. Roberto Giugliani pela orientagdo, apoio, paciéncia, amizade e confianga
depositada.

A Dra. Maria Luiza Saraiva Pereira pela orientagdo, ensinamentos, paciéncia,
amizade, companheirismo e confianga depositada para realizagdo deste importante trabalho.

A Dra. Laura Jardim pelo apoio e participagdo na publicagio dos artigos e na tese. Sua
orientacdo quanto aos aspectos clinicos e cientificos foi de grande importancia.

Aos pacientes e seus familiares pela colaboracao.

As fontes financiadoras de pesquisa; CAPES, FIPE-HCPA, CNPq, PRONEX/MCT.

Meus agradecimentos a todos os profissionais envolvidos com o servico de Genética
Meédica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, principalmente a amiga Marilda, por
resolver os “espetaculos laboratoriais”.

Agradego a todos os colegas do Laboratorio de Genética Molecular, com os quais
dividi muitas experiéncias, dentro e fora do mesmo.

Aos professores e colegas de Doutorado e Mestrado da Bioquimica.

A secretaria do Departamento de Bioquimica da UFRGS, Cléia Bueno, ¢ a todos os
funciondrios deste departamento pela voluntariedade, apoio e amizade.

A todos os meus amigos e pessoas que de alguma forma contribuiram para a
realizacdo desta tese de Doutorado.

A minha méde Neusa S. Trott, meu pai Lauro Trott, meu irmio Giérgio Trott ¢ toda
minha familia pelo apoio, amizade e incentivo.

A minha querida e amada esposa Inajara de Oliveira Trott por todo o apoio, ajuda,
incentivo e amor dedicados. Homenagem a minha querida sogra Lucila Celita Dapper.

A minha linda e maravilhosa filha Catharina de Oliveira Trott por simplesmente
existir, além de seu amor ¢ dogura, constituindo-se no meu maior incentivo a lutar e vencer

em todos os aspectos de minha vida.



Lista de abreviaturas

Ataxia FGF14 - Fator 14 de crescimento de fibroblastos.
Bp — Base pairs.

cM — Centimorgans.

DNA — Acido desoxirribonucléico.

dNTPs — Desoxirribonucleotideos.

DRPLA - Atrofia dentato-rubro-pallido-luysiana.

EA — Ataxia Esporédica.

FHM - Enxaqueca hemiplégica familiar.

HD — Doenga de Huntington.

HLA - Complexo de histocompatibilidade.

HPCA - Ataxia cerebelar paroxistica hereditaria.

HSA - Ataxia espastica hereditaria.

KDa — Quilo Dalton.

KW — Teste de Kruskal-Wallis

MJD — Doenga de Machado-Joseph (do inglés, Machado — Joseph Disease).
MID1- Gene responsavel pela MID/SCA3.

NIs - Inclusdes nucleares.

Pb — Pares de bases.

PCR — Reagdo em cadeia da polimerase.

RNA — Acido ribonucléico.

SBMA — Atrofia muscular bulbar espinhal.

SCA - ataxia espinocerebelar autossomica dominante (do inglé€s, spinocerebellar ataxia).
SCA1 — ataxia espinocerebelar tipo 1.

SCA2 — ataxia espinocerebelar tipo 2.

SCA3 — ataxia espinocerebelar tipo 3.

SCAG6 — ataxia espinocerebelar tipo 6.

SCA7 — ataxia espinocerebelar tipo 7.

SCA10 — ataxia espinocerebelar tipo 10.

SCA17 — ataxia espinocerebelar tipo 17.

SMNA - Neuropatia sensorial ¢ motora com ataxia.



SUMARIO

Resumo viii
Abstract X
1. Introducao 1
1.1 As ataxias espinocerebelares autossdmicas dominantes (SCAs) 1
1.2 Ataxia espinocerebelar tipo 1 (SCA1) 6
1.3 Ataxia espinocerebelar tipo 2 (SCA2) 8
1.4 Ataxia espinocerebelar tipo 3 (MJD/SCA3) 10
1.5 Ataxia espinocerebelar tipo 6 (SCA6) 12
1.6 Ataxia espinocerebelar tipo 7 (SCA7) 14
1.7 As Poliglutaminas 16
1.7.1 Fisiopatologia das expansdes CAGs 16
1.7.2 Formagao dos agregados de poliglutaminas 18
1.7.3 Agregados de poliglutaminas e a morte celular 19
1.7.4 Tratamento dos sintomas e prevencao 20
1.8 Fenomeno da antecipagao e os fatores modificadores 21
1.9 Justificativa 22
2. Objetivos 24
3. Resultados e Discussao 25
3.1 Artigo 1 26
3.2 Artigo 2 31
3.3 Artigo 3 53
3.4 Artigo 4 64
4. Consideragdes Finais 70
4.1 Os diagnosticos moleculares 70
4.2 Fatores modificadores genéticos para MJD/SCA3 71
4.3 As freqliéncias das SCAs no sul do Brasil 72
4.4 Perspectivas 73
5. Bibliografia 74
6. Anexos 88
Anexo I — Seqiiéncia parcial do gene da SCAI 88
Anexo II - Seqiiéncia parcial do gene da SCA2 89

Anexo III - Seqiiéncia parcial do gene da SCA6 90



Anexo IV — Seqiiéncia parcial do gene da SCA7

Anexo V - Detecgdo de alelos normais e expandidos na SCA1
Anexo VI - Deteccdo de alelos normais e expandidos na SCA2
Anexo VII - Detecgdo de alelos normais e expandidos na SCA6

Anexo VIII - Determinacao do tamanho dos alelos em casos SCA2 e SCA6

91
92
93
94
95



Doutorado Resumo

Resumo

As ataxias espinocerebelares dominantes (SCAs), do inglés spinocerebellar ataxia,
sdo um complexo grupo de doencas neurodegenerativas que afetam o cerebelo e suas
principais conexoes. O inicio das SCAs ocorre geralmente na vida adulta apresentando grande
heterogeneidade clinica. Os sintomas normalmente aparecem da terceira a quarta década de
vida com progressdo lenta. Ao longo das geragdes, os sintomas podem iniciar mais cedo com
uma progressao mais severa, fenomeno chamado de antecipacao.

Este estudo teve como objetivos: (1) estabelecer protocolos ndo radioativos para
detecgdo e caracterizagdo de mutagdes dinamicas nos genes da SCA1, SCA2, SCA6 ¢ SCAT;
(2) analisar pacientes com suspeita clinica de uma SCA; (3) determinar o tamanho da
expansdo trinucleotidica presente nos pacientes com resultado alterado na avaliagdo
qualitativa, bem como o tamanho das repeticdes CAG nos alelos normais; (4) identificar
outros portadores da mutacdo em questdo entre os familiares do caso indice; (5) estudar um
grupo de pacientes com MJD (Doenga de Machado — Joseph), do inglés Machado — Joseph
Disease, para os genes da SCAl, SCA2 e SCA6, analisando-os como possiveis genes
modificadores e (6) estudar a freqliéncia e as caracteristicas moleculares, clinicas e
epidemioldgicas das SCAs tipos 1, 2, 3, 6, 7, 10, 17 e DRPLA (atrofia dentato-rubro-pallido-
luysiana ) em familias do sul do Brasil.

Neste estudo, eficientes protocolos nao radioativos foram estabelecidos para verificar
alelos normais e alelos expandidos nos loci associados a SCA1, SCA2, SCA6 e SCA7. Foram
detectados casos positivos para as quatro SCAs estudadas. Nossos resultados confirmam a
hipotese de que casos de outras SCAs, além de MJD, a ataxia mais freqiiente em nossa regiao,
ocorrem em nossa populagdo. Em pacientes com SCA2, uma correlagdo inversa entre idade
de inicio da doenca e o tamanho da repeticio CAG de cada paciente caracterizou o fendmeno
da antecipagdo. Nao houve correlagdo significativa entre o tamanho das repetigdoes CAG nos
genes SCA1, SCA2 and SCAG6 e o fendtipo observado em pacientes com Machado-Joseph.

Entre as SCAs, a MJD ¢ a mais freqiiente entre os pacientes brasileiros, sendo que,
apos esse estudo, poucas familias permaneceram sem diagndstico de uma SCA especifica.
Algumas correlagdes clinicas foram observadas; associacdo de SCA7 com uma maior
antecipagdo, achados piramidais e atrofia optica, e a associagdo de SCA6 com ataxia mais

severa de membros.
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Abstract

Autosomal dominant spinocerebellar ataxias (SCAs) are a complex group of
neurodegenerative diseases that affect the cerebellum and main connections. Onset of SCAs is
generally in the adult life and shows great clinical heterogeneity. Symptoms normally appear
from third to fourth decade of live and progress slowly. In successive generations, symptoms
can initiate earlier with a more severe progression, a phenomenon called anticipation.

The present study aimed: (1) the establishment of non-radioactives molecular
protocols for detection and characterization of dinamic mutations in SCA1, SCA2, SCA6, and
SCA7 genes; (2) to analyse patients who show sign and/or symptoms of a SCA; (3) to
determine the trinucleotide expansion length in positive patients, and CAG repeats length in
normal alleles; (4) the identification of other individuals carrying mutations within families of
affected patients; (5) to establish a possible correlation between CAG expansions in SCAI,
SCA2, and SCA6 genes and phenotype in MJD (Machado-Joseph disease) patients, and (6) to
determine the frequency, clinical, epidemiological, and molecular features of SCA1, SCA2,
SCA3, SCA6, SCA7, SCA10, SCA17, and DRPLA (dentato-rubro-pallido-luysiana atrophy)
among SCA families of Southern Brazil.

In this study, efficient non-radioactive protocols were established to verify normal and
expanded alleles in /loci associated to SCA1, SCA2, SCA6, and SCA7. We detected positive
cases for four SCAs. Our results confirm the hypothesis that other SCAs, in addition to MJD,
the most frequent ataxia in our region, occur in our population. In SCA2 patients, an inverse
correlation between age of onset and CAG repeat length of each patient characterized the
phenomenon of anticipation. There was no significative correlation between CAG repeats
length in SCA1, SCA2, and SCA6 genes and phenotype observed in Machado-Joseph
patients.

MID is the most frequent SCA among Brazilians. Relatively few SCA families remain
undiagnosed in our population. Some clinical correlations were observed; association of
SCA7 with more severe anticipation, pyramidal findings and optic atrophy, and the

association of SCA6 with a more severe limb ataxia.
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1. Introduciao

O cerebelo faz parte do sistema nervoso central humano sendo o centro coordenador
dos movimentos ¢ participando no equilibrio e na orientagdo do corpo. E formado por dois
hemisférios e encontra-se logo abaixo do cérebro, na parte posterior do tronco encefalico. As
vias cerebelares compreendem o cortex e a ponte.

A fungdo bésica do cerebelo ¢ coordenar os movimentos quanto ao ritmo, a amplitude
do movimento, a harmonia, a seqiiéncia, o sinergismo e o antagonismo. As principais fungdes
cerebelares sdo a manutencdo do equilibrio e da postura e o controle do tonus muscular e dos
movimentos voluntarios, além da aprendizagem motora e da memorizacdo. A funcdo de
coordenacdo dos movimentos feita pelo cerebelo chama-se taxia, do grego, coordenacdo. As
doencas causadas por lesdes no cerebelo tém como sintoma fundamental a incoordenagdo
motora, ou ataxia.

Muitas doengas genéticas do cerebelo e suas conexdes manifestam-se como ataxias
autossdmicas dominantes ou recessivas, sendo que a denominacdo “ataxia espinocerebelar”
tem sido utilizada na designagao das mesmas. Porém, o uso de tal expressdo é mais comum no
caso das doencas autossomicas dominantes. As formas recessivas sdo muito particulares,
possuem poucas caracteristicas em comum e, portanto, ndo sdo reunidas por nomes ou
acrénimos, como por exemplo, a ataxia de Friedreich, a ataxia telangiectasia, bem como as
ataxias com nomes designados por defeitos metabolicos especificos, como a ataxia por
deficiéncia da vitamina E.

Deste modo, as ataxias herdadas de forma dominante sdo reunidas sob a expressdo
“ataxia espinocerebelar” com a freqliente utilizagdo do acronimo SCA, do inglés
spinocerebellar ataxia. Essas doengas sao pouco distinguiveis clinicamente, sendo que varias
delas compartilham um mesmo mecanismo mutacional, ou seja, apresentando semelhancas

fenotipicas e etioldgicas.

1.1 As ataxias espinocerebelares autossomicas dominantes (SCAs)

As ataxias espinocerebelares autossdmicas dominantes, ou SCAs, constituem um
grupo complexo de doencas neurodegenerativas, que atingem o cerebelo e suas principais
conexoes. Freqlientemente fatais, as SCAs sdo herdadas de modo vertical, manifestam-se

geralmente na vida adulta e apresentam grande heterogeneidade clinica (Zoghbi e Orr, 2001).
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Os pacientes acometidos pelas SCAs apresentam varios achados neuroldgicos
provenientes do comprometimento cerebelar e das vias aferentes e eferentes, tais como a
disartria, a dismetria, o nistagmo, o tremor de inten¢do, a decomposi¢cdo de movimentos, a
disdiadococinesia, a ataxia axial, podendo haver ainda alteracdes nos ganglios da base, no
tronco cerebral, na medula espinhal, nos nervos Opticos, na retina e nos nervos periféricos.

Em determinadas familias, principalmente em familias grandes onde vérias pessoas
manifestam os sintomas de uma determinada SCA, ocorre uma ampla gama de varia¢ao dos
sintomas. A histéria familiar é consistente com a heranca autossomica dominante de um unico
gene principal, mas os fendtipos resultantes sdo individualmente tdo heterogéneos que nao
poderiam ser extrapolados para servirem de critério diagndstico para casos de fora dessa
familia (Harding, 1984).

Anteriormente aos avangos da genética molecular, a classificacdo destas doengas
baseava-se na patogénese das mesmas ndo havendo o conhecimento do defeito genético, da
causa especifica das doengas e dos /oci envolvidos. Com o avango da genética molecular, foi
possivel entdo a busca das mutagdes que levavam aos diferentes tipos de ataxias
espinocerebelares. Desta forma, comprovou-se a ocorréncia de defeitos genéticos distintos
localizados em diferentes regides do genoma sendo que varios loci das SCAs ja foram
mapeados.

Yakura e colaboradores, em 1974, obtiveram éxito pela primeira vez com estudos de
ligagdo génica das SCAs a um marcador genético. Neste trabalho, tais pesquisadores
relataram a proximidade do complexo de histocompatibilidade (HLA) e a SCA do tipo L.
Segundo os autores, o gene responsavel pela ataxia estaria a 12 ¢cM do complexo HLA no
cromossomo 6 (6p22-p23). Este locus foi designado de SCA1 (Yakura et al, 1974; Jackson et
al, 1977; Zoghbi et al, 1988). Os principais avancos no entendimento das SCAs ocorreram a
partir dos anos 80 com o uso de marcadores genéticos (Stevanin et al, 2000). A partir de
1993, houve uma rapida sucessdo de descobertas com relagdo a localizagdo e a identificagdao
de outros genes responsaveis por diferentes ataxias. Orr e colaboradores (1993) confirmaram
a localizagdo do gene para SCA1 no cromossomo 6p22-p23 demonstrando a presenga da
seqiiéncia repetitiva altamente polimorfica CAG, a qual encontra-se expandida em individuos
doentes. Ainda em 1993, Gispert e colaboradores mapearam o /ocus da SCA2 no cromossomo
12923-q24.1 e Takiyama e colaboradores mapearam, no cromossomo 14q24.3-q32, o gene da
doenca de Machado-Joseph (MJD), denominando-o de MJDI. Atualmente, sdo conhecidos

varios loci relacionados com algum tipo de SCA (Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1. Localizagdes dos genes responsaveis pelas SCAs.

Ataxia Localizacao Referéncia
SCA1 6p22-p23 Orr et al, 1993; Zuhlke et al, 2002
SCA2 12q23-24.1 Gispert et al, 1993; Kakizuka, 1998
MID/SCA3 14q24.3-q32 Takiyama et al, 1993; Kawaguchi et al, 1994
SCA4 16q24-ter Gardner et al, 1994
SCAS5S 11q13 Zhu et al, 1998
SCAG6 19p13 Tashiro et al, 1999
SCA7 3pl2-pl2.1 Benomar et al, 1995; Lebre and Brice, 2003
SCA8 13g21 Koob et al, 1999
SCA10 22ql13.3 Potaman et al, 2003; Lin and Ashizawa, 2003
SCA11 15q14-21.3 Worth et al, 1999
SCA12 5q31-33 Holmes et al, 2001; Holmes et al, 2003
SCAI13 19q13.3-q13.4 Herman-Bert et al, 2000
SCA14 19q13.4-qter Yamashita et al, 2000; Brkanac et al, 2002*
SCAI1S 3p24.2-3pter Knight et al, 2003
SCA16 8q22.1-24.1 Miyoshi et al, 2001
SCA17 6q27 Nakamura et al, 2001; Oda et al, 2004
SCA19 1p21-g21 Verbeek et al, 2002
SCA20 Cromossomo 11 Knight et al, 2004
SCA21 7p21.3-p15.1 Vuillaume et al, 2002
SCA22 1p21-q23 Chung et al, 2003
SCA25 2p Stevanin et al, 2004
DRPLA 12p12-ter Koide et al, 1994
EAl 12p13 Browne et al, 1994; Rea et al, 2002
EA2 19p13 Subramony et al, 2003
EA3 - Damiji et al, 1996; Steckley et al, 2001
EA4 - Steckley et al, 2001
EAS 2q22-q23 Escayg et al, 2000
HSA 12p13 Meijer et al, 2002
SMNA 7q22-q32 Brkanac et al, 2002b
Ataxia FGF14 13q34 Van Swieten et al, 2003

HSA = Ataxia espastica hereditaria; SMNA = Neuropatia sensorial ¢ motora com ataxia; FGF = Fator 14 de

crescimento de fibroblastos.

Tabela 2. Defeito basico das SCAs e as faixas de normalidade e expanséo.
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Ataxia

Mutacio

Faixa de Normalidade

Faixa Expandida

SCA1
SCA2
MJD/SCA3
SCA4
SCAS
SCA6
SCA7
SCAS
SCA10
SCAL1l
SCA12
SCA13
SCA14
SCA15
SCA16
SCA17
SCA19
SCA20
SCA21
SCA22
SCA25
DRPLA
EA1
EA2
EA3
EA4
EAS
HSA
SMNA
Ataxia

FGF14

(CAG),
(CAG),
(CAG),

(CAG),

(CAG),

(CTG),
(ATTCT),

(CAG),

(CAG),
Mutagoes de Ponto

Mutagdes de Ponto

Mutagoes de Ponto

(6-39)
(14-31)
(12-37)

(4-15)

(4-35)
(16-37)
(10-22)

(9-28)

(27-42)

(40-81)
(35-59)
(61-84)
(21-27)

(36-306)
(107-127)

(800-4500)
(55-78)
(43-63)
(49-88)

De acordo com Stevanin e colaboradores (2000), as evidéncias apontam para os

mesmos processos moleculares e fisiopatologicos nas diversas SCAs e outras doengas

neurodegenerativas, as quais compartilhariam a mesma muta¢do, denominada mutagdo

4
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dindmica e caracterizada por uma expansdo de nucleotideos. No caso das SCAs, uma boa
parte delas apresenta uma expansdo CAG na regido codificante dos respectivos genes, a qual
codifica um segmento de poliglutamina. As excecdes, até o0 momento, sdo a SCA8 e a SCA10,
sendo que a SCAS8 ¢ causada pela expansdo do trinucleotideo CTG e a SCA10 pela expansdo
do pentanucleotideo ATTCT.

As mutacdes dindmicas sdo encontradas também em outras doencas neuroldgicas,
como na doenga de Huntington e na atrofia muscular espinhal ligada ao X. Outras alteragdes,
localizadas em regides ndo transcritas, também sdo responsdveis por varias sindromes de
sitios frageis formados por repeticdes (CGG), e (GCC),, ou ainda pela distrofia miotonica
(CTG), e ataxia de Friedreich (GAA), (Willems, 1994; Campuzano et al, 1996; Strong e
Brewster, 1997).

De acordo com a patogénese das SCAs, elas podem ser classificadas em trés grupos:
1) doengas causadas por toxicidade de poliglutaminas, como por exemplo SCA1, SCA2,
SCA3, SCA7, SCA17 e a atrofia dentato-rubro-pallido-luysiana ou DRPLA; 2) patologias
causadas por disfun¢do de canais de célcio e potassio, como por exemplo a SCAG6 e as ataxias
episodicas (EA1 e EA2); e 3) ataxias causadas por repeti¢des nucleotidicas ndo transcritas, as
quais provocam alteracdo da expressdo génica, como por exemplo a SCAS, SCA10, e a SCA
12 (Margolis, 2002; Wullner, 2003).

Embora ainda nio seja conhecida a fun¢do das proteinas produzidas pelos genes
envolvidos na maioria das ataxias, a expressdo de um segmento mais longo de glutaminas
pelo alelo mutado é a causa da doenga em muitos dos casos. Segundo um estudo realizado
com ratos transgénicos produzindo cadeias de poliglutamina, os animais desenvolveram um
quadro de degeneragdo cerebral muito semelhante a doenga em humanos (Jones et al, 1997).
Além disto, segmentos de poliglutaminas expressos em células COS-7 demonstraram que os
mesmos se agregam no citoplasma perinuclear e também no nucleo, formando complexos de
dificil degradacdo, produzindo um processo de degeneragdo e morte (Paulson 1999).

Portanto, muitas ataxias conhecidas apresentam uma causa comum, a toxicidade
causada pelo segmento de poliglutamina nas proteinas mutantes. Estd bem estabelecida uma
correlacdo inversa entre o tamanho da expansdo CAG encontrada no alelo mutado e a idade
de inicio da doenca, isto ¢, quanto maior a repeticio CAG no alelo mutado mais cedo
aparecem os primeiros sintomas e vice-versa. Além disso, a expansdo CAG ¢ instavel tanto na

meiose como na mitose, propiciando que filhos de afetados apresentem uma tendéncia a
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manifestar a doenga mais precocemente, principalmente se o genitor afetado for do sexo
masculino (DeStefano ef al, 1996).

Muitas questdes permanecem a respeito das SCAs, mas a biologia molecular
proporcionou uma classificagdo mais racional das ataxias herdadas de forma dominante. As
alteracdes moleculares sdo, atualmente, o principal parametro para a classificagdo das ataxias.

No presente trabalho, foram estudadas mais detalhadamente cinco tipos de ataxias: a
SCA1, a SCA2, a MJD/SCA3, a SCA6 ¢ a SCA7. Os aspectos especificos destas SCAs serdo

abordados a seguir.

1.2 Ataxia espinocerebelar tipo 1 (SCA1)

A ataxia espinocerebelar tipo 1 (SCA1l) é uma doenga neurodegenerativa
progressiva herdada de forma autossomica dominante e caracterizada por ataxia, disartria,
oftalmoparese € um grau varidvel de amiotrofia e neuropatia, sendo que as manifestagdes
clinicas normalmente aparecem a partir da terceira ou quarta década de vida. As
neuropatologias incluem perda neuronal severa no cerebelo e bulbo, bem como degeneragao
das vias espinocerebelares (Zoghbi, 1995). A SCAL1 se caracteriza por progressiva perda de
coordenacdo, deterioracdo motora e degeneracdo das células de Purkinje do cerebelo, via
espinocerebelar e bulbo (Cummings, 1999).

A SCA1 ¢ causada pela expansdo de trinucleotideos CAG no locus 6p22-p23. O
nimero de repeti¢des varia de 6 a 39 em alelos normais e de 40 a 81 nos alelos mutados sendo
que ambos os alelos, tanto os normais como os expandidos sdo transcritos (Zoghbi, 1995;
Zuhlke et al, 2002). O gene normal pode apresentar interrup¢des de 1 a 3 CAT, ja nos alelos
expandidos estas interrup¢des ndo sdo encontradas (Zuhlke et al, 2002). O alelo com 39
CAGs pode levar ou ndo ao desenvolvimento de SCA1. Dois individuos com alelos de 39
repeticdes foram estudados e apresentaram resultados clinicos diferentes. Um deles, sem
qualquer sintoma da doencga, apresentou um alelo com 39 repeti¢des interrompido por CAT,
j& o outro individuo, com sintomas de SCAIl, possuia apenas CAGs na repeti¢ao
trinucleotidica (Zuhlke et al, 2002).

A SCAI1 foi descrita em familias de diferentes origens geograficas e étnicas sendo
mais comumente encontrada entre descendentes de italianos e de europeus orientais (Ranum

et al, 1994; Silveira et al, 1996; Schols et al, 1997). Além dessas populagdes, a SCAI ¢ a
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forma predominante entre as SCAs em algumas regides do Japao, principalmente na parte
norte (Onodera et al, 2000; Sasaki et al, 2003).

A idade de inicio média ¢ 33 anos em pacientes com SCA1. As manifesta¢des
clinicas podem surgir entre os 21 e 52 anos com uma correlacdo inversa entre o inicio da
doenca e o numero de CAGs nos alelos mutados (Jardim, 2000). O fenomeno de antecipagao
entre as geragdes ocorre independentemente do sexo do genitor afetado (Dubourg ef al, 1995).
Além disto, também foi estabelecida a instabilidade meiotica do locus SCA1 (Ranum et al,
1994). A repeticdio CAG expandida ¢ instavel durante sua transmissdo e variagdo no
comprimento da repeticdo CAG ja foi encontrada em diferentes tecidos, incluindo amostras
de esperma de homens afetados (Koefoed ef al, 1998). Uma pronunciada variagdo no tamanho
do alelo expandido foi encontrada em células de esperma e em leucocitos e uma baixa
instabilidade foi observada em alelos normais; os alelos normais de individuos afetados
mostraram-se significativamente mais instdveis dos que os alelos normais de individuos
normais, indicando uma interacdo interalélica entre alelos normais e expandidos (Koefoed et
al, 1998).

O produto do gene da SCA1 ¢ conhecido como ataxina-1. Quando mutado, esse
gene produz uma proteina que apresenta uma expansdo de poliglutamina que leva a
neurodegeneracdo através de interacdes anormais com outras moléculas nos neurdnios
envolvidos (Zoghbi, 1995). Um estudo recente demonstrou que a expansdo de poliglutamina
leva a formagdo de agregados de proteinas ataxina-1 (Kim et al, 2003).

Atualmente, varios trabalhos estdo sendo realizados visando a melhor compreensao
do mecanismo patogénico envolvido na SCA1. Até o momento, observou-se a associagdo da
ataxina-1 com outras proteinas tais como superoxido dismutase, envolvida na patogénese de
outras doengas neurodegenerativas, a proteina 14-3-3, USP-7 e A1Up (Davidson et al, 2000;
Hong et al, 2002; Kim et al, 2003; Chen et al, 2003).

Em todos os trabalhos, o nucleo vem sendo identificado como o sitio subcelular
onde a proteina mutante atua para causar a doencga ¢ as evidéncias indicam que a expansao de
poliglutamina altera as propriedades estruturais da ataxina-1 (Orr e Zoghbi, 2001). Na SCAI,
e em outras doencas causadas por expansdes de poliglutaminas, a proteina expandida se
agrega como inclusdes nucleares (NIs) (Cummings et al/, 2001). Esta caracteristica ultra-
estrutural inclui as proteinas expandidas e uma variedade de outras mais (Klockgether et al,

2000).
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Ha ainda evidéncias de que a ataxina-1 apresente uma atividade de ligacdo a RNA,

inversamente afetada pelo tamanho do trato de poliglutamina, sugerindo que a proteina

ataxina-1 tenha alguma fun¢do no metabolismo do RNA, e que a expansdo do trato de

poliglutamina possa alterar esta fun¢do (Yue et al/, 2001).

1.3 Ataxia espinocerebelar tipo 2 (SCA2)

A ataxia espinocerebelar tipo 2 (SCA2), ou "ataxia de Holguin", foi descrita pela
primeira vez em familias provenientes da provincia de Holguin, em Cuba (Orozco Diaz et al,
1990). Esta doenca caracteriza-se principalmente por lentidio dos movimentos sacadicos e
hiporeflexia (Fernandez et al, 2000). Ataxia de marcha progressiva, déficit cognitivo,
oftalmoplegia, disfagia, disartria, dismetria e tremores também sido observados em pacientes
com SCA2 (Moretti et al, 2004). Os achados clinicos tendem a ser mais homogéneos entre os
membros da mesma familia. Em determinadas familias, o inicio € mais precoce, em torno dos
17 anos, por exemplo, sendo mais grave a evolugdao da doenga. Em outras, o inicio pode ser
bem mais tardio, 50 anos, por exemplo, com manifestacdes clinicas tipicas de MJD
(Geschwind et al, 1997).

A SCA2 ¢ uma doenca neurodegenerativa causada pela expansdo de trinucleotideos
CAG no locus mapeado no cromossomo 12q23-24.1 (Gispert et al, 1993). Apds a clonagem
do gene, foi observada a presenca de repeticoes CAGs na regido codificante do mesmo,
regido expandida em alelos mutados (Imbert et al, 1996; Pulst et al, 1996).

Os alelos normais apresentam entre 14 e 31 repetigdes CAG, sendo que, na
populagdo geral, os alelos mais freqiientes sao aqueles com 22 e 23 repetigoes CAG, enquanto
os alelos mutantes apresentam entre 35 e 59 repeticdes (Kakizuka, 1998). No entanto, 33
repeticoes do trinucleotideo CAG podem ser suficientes para causar a doenca (Fernandez et
al, 2000). A faixa normal ¢ freqlientemente interrompida por um ou mais trinucleotideos
CAA, enquanto que os alelos expandidos nao possuem estes trinucleotideos (Choudhry et al,
2001). Por outro lado, pesquisadores encontraram dois pacientes com ataxia apresentando
alelo interrompido com 34 repeti¢des [(CAG)4(CAA)(CAG)9], cujo fenotipo era compativel
com SCA?2 (Costanzi-Porrini et al, 2000).

A SCA2 apresenta uma idade de inicio média de 30 anos (Jardim, 2000). Entretanto,
j& foram identificados casos de SCA2 no periodo neonatal, com alelos expandidos

apresentando mais de 200 repeticoes CAG (Moretti ef al, 2004). O inicio das manifestagdes
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clinicas na idade juvenil e infantil esta associado com expansdes CAG na faixa de 130 a mais
de 200 repeticdes (Mao et al, 2002).

O fendmeno da antecipagdo foi estabelecido em casos de SCA2. Uma correlagao
inversa entre idade de inicio e o tamanho das repeticdes CAG foi observada no gene da SCA2
(Geschwind et al, 1997). Além disso, uma forte instabilidade do segmento CAG expandido
foi observada em quase todas as transmissdes, onde o nimero de CAGs aumenta de modo
importante (Imbert et al, 1996). Instabilidade mitdtica também ¢ observada na SCA2, onde o
sistema nervoso central de pacientes afetados apresenta mosaicismo, ou seja, regides com
alelos expandidos de diferentes tamanhos (Matsuura et al, 1999).

O gene da SCA2 produz a proteina denominada ataxina-2. Quando mutado, este
gene origina uma proteina que apresenta uma expansdo de poliglutamina, causando
neurodegeneracdo, sendo que nesta ataxia também foi observado o acumulo de proteinas
alteradas dentro do nucleo, induzindo a formagao de inclusdes intranucleares neuronais (NIIs)
(Takahashi et al, 2003). Entretanto, inclusdes intranucleares ndo sdo proeminentes na SCA2
(Huynh et al, 2003). Em modelos animais, com expressao de ataxina-2 mutada em células de
Purkinje, disfuncdo neuronal e alteracdes morfologicas sdo observadas sem a formacdo de
agregados intranucleares (Huynh et al, 2003). Neste estudo, os autores apontam para o fato de
que a proteina ataxina-2 estd, predominantemente, localizada no complexo de Golgi e que,
quando mutada, altera a morfologia normal deste complexo mudando, inclusive, a sua
localizagdo no mesmo. Afirmam ainda, que as inclusdes intranucleares seriam somente
observadas em uma minoria de células. Nesses estudos foi sugerida uma ligagdo entre morte
celular mediada pela ataxina-2 mutada e a estabilidade do complexo de golgi. A formacao de
agregados intranucleares ndo seria necessaria para o desenvolvimento da patologia e a morte
celular causada pela expressdo da ataxina-2 mutante (Huynh ez al, 2000; Huynh et al, 2003).

Apesar destas consideragcdes, onde as inclusdes nao sdo consideradas uma
caracteristica de SCA2, outros achados demonstram o contrario. Em dois casos de SCA2,
confirmados por andlise molecular, foi realizado exame histolégico com resultados que
fortalecem a idéia de que inclusdes intranucleares sdo parte integral da patologia desta doenca
(Pang et al, 2002).

Alguns estudos vém demonstrando splicing alternativo no gene de SCA2, sendo que
as diferentes proteinas produzidas por este gene devem apresentar diferentes fungdes

(Affaitati et al, 2001).
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Recentemente, uma nova familia de proteinas, designada como proteinas
relacionadas a ataxina-2 (A2RPs), foi identificada e localizada no cromossomo 16 (Figueroa e
Pulst, 2003). Ataxina-2 e A2RP s3o proteinas altamente conservadas evolutivamente em
humanos, camundongo e outras espécies.

A SCA2 ¢, provavelmente, a segunda mais freqliente ataxia dominante encontrada
em populacdes mistas, correspondendo entre 13 e 24% dos diagnosticos moleculares
(Geschwind et al, 1997; Schols et al, 1997).

A SCA2 ¢ encontrada em 31% das familias italianas com algum tipo de ataxia
espinocerebelar dominante, resultando na forma mais freqiiente de ataxia encontrada na Italia
(Cellini ef al, 2001). Além da Italia, SCA2 ¢ a ataxia espinocerebelar dominante mais comum

no leste da India, com fortes evidéncias para um efeito fundador (Sinha et al, 2004).

1.4 Ataxia espinocerebelar tipo 3 ou Doenca de Machado-Joseph

A MJD ¢ uma doenca neurodegenerativa caracterizada por uma pronunciada
heterogeneidade clinica. As caracteristicas clinicas mais comuns incluem ataxia cerebelar,
oftalmoplegia e nistagmo, podendo-se encontrar ainda um quadro de deméncia, dor nas
articulagdes e musculos (Lokkegaard et al, 1998).

Significante correlacdo inversa entre idade de inicio das manifestagcdes clinicas e o
tamanho da repeti¢do expandida de CAG foi observada também em MID, ou seja, a
antecipacao ocorre ao longo das geracdes estudadas, com instabilidade da expansao CAG
mais pronunciada na transmissao paterna (Lokkegaard et a/, 1998).

O gene da MJD foi localizado no cromossomo 14q32.1, sendo identificado
primeiramente em familias japonesas (Takiyama et a/, 1993). O mapeamento foi confirmado
em estudos com pacientes portugueses, norte-americanos e brasileiros (Sequeiros et al, 1994;
Twist et al, 1995). Outros dois estudos descreveram um tipo de ataxia denominada SCA3,
também localizada no cromossomo 14, em familias francesas, alemas e americanas, as quais
sdo portadoras de MJD, sendo essa a sua denominac¢ao mais apropriada (Stevanin et al, 1994;
Schols et al, 1995; Junck e Fink, 1996).

O gene da MJID foi clonado e a mutagdo patogénica identificada em 1994
(Kawaguchi et al, 1994). O gene para a MJD, denominado de MJDI, apresenta uma regiao
com repeti¢des do trinucleotideo CAG. Esse gene engloba 48.240 pb, o qual ¢ dividido em 11

exons (Ichikawa et al, 2001; Schmitt et al, 2003). O mRNA desse gene ¢ expresso em muitos
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tecidos humanos, apresentando pelo menos quatro tamanhos diferentes; 1,4, 1,8, 4,5 ¢ 7,5 kb
(Ichikawa et al, 2001). Estas diferentes espécies de mRNA provavelmente resultam de
splicing alternativo e poliadenilacdo diferencial.

Os individuos normais apresentam de 12 a 37 repeticoes CAG, enquanto os
individuos afetados apresentam alelos com 61 a 84 repetigdes. Alelos intermediarios foram
observados em quatro membros de uma familia alemad afetada, os quais apresentaram
repeti¢des intermediarias com 53 e 54 CAGs, ou seja, alelos com repeticdes de um tamanho
intermediario podem ser patogénicos (Van Alfen et al, 2001).

A ataxina-3, proteina produzida pelo gene MJDI, possui uma seqiiéncia de
poliglutamina cuja expansdo produz inclusdo intranuclear neuronal e neurodegeneragdo. A
ataxina-3 mutada causa agregagao protéica e morte cellular in vitro e in vivo. A agregacdo e a
citotoxicidade induzidas por ataxina-3 mutada foram reduzidas em células expostas a
chaperonas quimicas em estudos in vitro, agentes estes que estabilizam as proteinas em suas
conformagdes naturais. Estes resultados indicam uma estratégia terapéutica potencialmente
util através da utilizagdo das chaperonas para prevengdo de morte celular em MJD (Yoshida
et al, 2002). Entretanto, existe uma correlacdo parcial entre a perda neuronal e a presenca de
inclusdes intranucleares neuronais, sugerindo que outros fatores devem estar envolvidos na
morte celular (Munoz et al, 2002).

A ataxina-3 pertence a um novo grupo de cisteina-proteases sendo potencialmente
ativa contra cadeias ubiquitinadas ou substratos relacionados, onde alguns achados indicam
que a mesma media a degradacdo de proteinas ubiquitinadas (Scheel et al, 2003; Doss-Pepe et
al, 2003).

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento de SCA3, assim como nas outras
ataxias espinocerebelares, ¢ desconhecido; contudo, foi sugerido que vérias das proteinas
produzidas pelos genes das SCAs inibam a transcri¢do gerando uma repressao transcricional e
a patologia em si. Para SCA3, foi proposto um novo mecanismo de regulacdo transcricional
pela ataxina-3, envolvendo histonas, coativadores ¢ um modo de repressdo direta da
transcri¢do, sugerindo que sua fungdo fisiologica e, possivelmente seus efeitos patologicos,
estejam ligados a suas interagdes com estas proteinas (Li et al, 2002). Foram identificados,
pela primeira vez, genes alvo transcricionalmente regulados por ataxina-3 normal, sugerindo a
hipdtese de que a perda da proteina normal e o ganho de fun¢do através das propriedades de

interacdo proteina—proteina da ataxina-3 mutante contribuem para a patogénese de SCA3

(Evert et al, 2003).
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Wen e colaboradores (2003) estudaram a expressdo da proteina HSP27, conhecida
como supressora de morte cellular mediada por poliQ, em células com alelo MJD mutante. Os
resultados demonstraram que as células, neuronais ou ndo, com ataxina-3 expandida,
revelaram uma expressdo protéica reduzida de HSP-27, sugerindo que a reducgdo desta
proteina tem um importante papel no processo de morte celular em MJD (Wen et al, 2003).

A MID ¢, sem duvida, a ataxia espinocerebelar mais freqiiente na popula¢dao do
Brasil, com uma freqiiéncia de 61% em uma amostra de individuos com sintomas de ataxia
(Jardim et al, 2001). Este resultado se deve a nossa origem étnica preponderante portuguesa,
onde a freqiiéncia da MJD ¢ muito maior do que a das outras SCAs. A migracdo agoriana ao

sul do Brasil ocorreu em torno do ano de 1750 (Jardim et al, 2001).

1.5 Ataxia espinocerebelar tipo 6 (SCA6)

A SCAG6 ¢ caracterizada clinicamente por uma ataxia lenta e progressiva e disartria
(Soong et al, 2001). Aproximadamente metade dos casos de ataxias cerebelares, na populacao
do Japao, sdo diagnosticados como SCA6 (Yamashita et a/, 2000).

A SCA6 ¢ uma doenga causada pela expansdo de trinucleotideos CAG no locus
19p13, tendo como caracteristica a morte seletiva e progressiva das células de Purkinje, que
conduz a uma ataxia progressiva (Restituito ez al, 2000).

A mutagdo na SCAG6 consiste de uma expansao de trinucleotideos CAG na regido 3' do
gene CACNAL1A, o qual codifica a subunidade alfa 1A do canal de calcio neuronal presente
em todo o encéfalo, mas expresso especialmente no cerebelo (Yue et al, 1997; Restituito et al,
2000). Essa mutagdo implica em uma expansao do numero de residuos de glutamina,
provocando uma alteracdo no funcionamento do canal de célcio das células de Purkinje
levando a degeneracao das mesmas, através da entrada excessiva de ions célcio nessas células
(Restituito et al, 2000).

Nos alelos normais, o nimero de repeticdes CAG varia de 4 a 15 vezes, enquanto que
nos alelos expandidos esse numero aumenta de 21 até 27 repeti¢des. Entretanto, dados mais
recentes indicam que 20 repeticdes de CAG podem causar a doenca (Komeichi et al, 2001).
Além disso, um paciente de uma familia italiana com SCA6, na qual foi observado dois alelos
expandidos, apresentava 19 repeticoes CAG. Por outro lado, outros trés membros desta

familia, apresentando apenas um alelo intermediario, ndo apresentaram sinais clinicos,
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demonstrando um efeito patogénico dose-dependente do alelo intermediario em SCAG6
(Mariotti et al, 2001).

A ataxia tipo 6 apresenta o fendmeno de antecipa¢do como pode ser verificado em
um estudo com oito familias identificadas com SCA®6, nas quais a doenca comecava em torno
dos 50 anos (em pacientes cuja expansao CAG apresentava 22 ou 23 repetigdes) mas iniciava
bem mais cedo, dos 28 aos 31 anos (nas familias com expansdo de 27 repetigdes CAG)
(Zuchenko et al, 1997). As expansdes CAG, ao contrario de outras SCAs, pareciam estaveis
através das geracOes neste estudo. Estabilidade intergeragdes do nimero de repeticdes CAG
tem sido considerada uma caracteristica especifica de SCA6, comparando-se com outras
SCAs. Entretanto, instabilidade meiodtica no gene de SCA6 foi observada em duas familias
japonesas, tanto na transmissao paterna como materna (Shimazaki et a/, 2001).

O tamanho bem menor da expansdo CAG pode sugerir um mecanismo patogénico
distinto das outras ataxias, visto que as expansoes ficam dentro da faixa normal de varia¢ao
de outras SCAs (Kakizuka, 1998). A diferente localizagdo das mutagdes encontradas até o
momento no gene CACNAIA pode ser uma explicagdo. A expansdo de glutaminas na
terminacdo carboxila da proteina levaria a uma disfuncdo continua do canal de célcio,
causando uma doenga progressiva, enquanto outras mutagdes provocariam alteracdes
transitorias da fungdo do canal (Zuchenko et al, 1997; Yue et al, 1997).

O gene de SCA6 pode sofrer outros dois tipos de mutagdes levando a duas
patologias diferentes. Trata-se da ataxia cerebelar paroxistica hereditaria (HPCA) e da
enxaqueca hemiplégica familiar (FHM), sendo que os pacientes acometidos por tais
patologias também apresentam ataxia, embora seja periodica e transitoria (Ophoff et al,
1996). A subunidade alfa 1A do canal de célcio apresenta quatro dominios homdlogos que se
encontram face a face dentro do canal propriamente dito. As mutagdes de ponto associadas as
duas doengas, HPCA ¢ FHM, foram identificadas nesses dominios ou algas internas ao canal,
j& a repetigdo CAG, que quando expandida leva & SCA6, localiza-se na regido 3' do gene
CACNATIA. Atualmente, entretanto, postula-se que uma unica mutacdo no gene CACNAITA
cause varios fenoétipos, incluindo aqueles de SCA6 e FHM, sugerindo-se que tais doengas
sejam o mesmo distirbio com uma grande variabilidade fenotipica (Alonso et al, 2003).
Enquanto SCA6 estd associada com uma pequena expansio CAG no gene CACNAIA,
mutagdes de ponto sdo responsaveis por outras duas patologias alélicas, a ataxia episodica
tipo 2 e FHM, sendo que SCA6 parece compartilhar as caracteristicas com ambos os tipos de

doencgas (Mantuano ef al, 2003).
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Um estudo mostrou que pequenos agregados de proteina do canal de calcio alfa 1A
podem ser encontrados no citoplasma e no nicleo das células de Purkinje de pacientes com a
SCA6 (Ishikawa et al, 2001). Embora o tamanho das expansdes seja pequeno em SCAG6, os
achados indicam que a SCA6 compartilha os mesmos mecanismos patogénicos de outras
doencas causadas por uma expansao poliglutaminica (Ishikawa et al, 2001). Entretanto, a
analise funcional do canal de céalcio em células que expressam a proteina alfa 1 mutada,
mostrou uma atividade alterada do mesmo, sugerindo que esta doenga possa ser uma
patologia causada por disfun¢do do canal de calcio, e ndo pelos mecanismos envolvidos nas
outras desordens por poliglutaminas (Frontali, 2001).

Foi descoberto que a proteina alfa 1A, produzida em células humanas embrionéarias
de rim, produz um fragmento C-terminal de 75 KDa, mais toxico para as células do que a
proteina inteira, independentemente do tamanho da seqiiéncia de poliglutamina. Este
fragmento, com uma seqiiéncia de poliglutamina expandida, seria mais resistente a protedlise
do que com uma seqiiéncia de poliglutamina normal, levando a especulagdo de que o
fragmento expandido de poliglutamina, teria um papel chave no mecanismo patologico de

SCA6 (Kubodera et al, 2003).

1.6 Ataxia espinocerebelar tipo 7 (SCA7)

A ataxia espinocerebelar tipo 7 (SCA7) ja foi conhecida como atrofia olivo-ponto-
cerebelar tipo III (Konigsmark and Weiner, 1970). Esta doenca caracteriza-se
fundamentalmente pela associagdo de uma ataxia cerebelar e uma distrofia macular, ambas
progressivas (Stevanin et al, 1998; Lebre e Brice, 2003). A doenca afeta primeiramente o
cerebelo e a retina, mas também acomete muitas outras estruturas do sistema nervoso central
com o progresso da doenga (Lebre e Brice, 2003).

A SCA7 foi diagnosticada em populagdes de origens geograficas diferentes como
paises europeus, africanos, além dos Estados Unidos, Brasil, Israel e Coréia do Sul (Stevanin
et al, 1998). Esta caracteristica corrobora a hipotese de que a SCA7 apresenta um grande
potencial de aparecimento de novo. Entretanto, a freqiiéncia de expansdes no gene da SCA7
na Africa do Sul representa uma das mais altas freqiiéncias para estas expansdes estudadas em
qualquer pais (Bryer et al, 2003).

O gene da SCA7 esta localizado no locus 3p12-p12.1 apresentando uma repeticao

CAG expandida em individuos afetados (Gouw et al, 1995; Benomar et al, 1995; David et al,
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1997). A expansdo ¢ traduzida em uma seqiiéncia de poliglutamina na proteina ataxina-7,
produto do gene da SCA7. Esse produto génico ¢ provavelmente uma acetiltransferase
(Scheel et al, 2003). A expressdo deste gene foi detectada em varias regides do cérebro
humano e em alguns outros tecidos, com evidéncia para um acumulo protéico nos neurdnios
(Lindenberg et al, 2000).

A idade de inicio média para SCA7 ¢ de aproximadamente 30 anos, embora o inicio
das manifestagdes clinicas varie dos 3 meses de vida aos 65 anos (Jardim, 2000). O sintoma
inicial € a ataxia cerebelar no caso da doenga surgir apds os 30 anos. Em casos onde a doenga
¢ mais precoce, a amaurose normalmente ¢ o primeiro sintoma. Outros achados para SCA7
sdo a disartria, a oftalmoparesia, a hiperreflexia, o sinal de Babinski, a espasticidade e a
reducdo da sensibilidade vibratoria. Outros sintomas como movimentos distonicos, miocimias
faciais e deméncia, sdo infreqiientes. Ja a hipoacusia, ausente em outras SCAs, apresenta-se
em 25% dos casos (David et al, 1998; Stevanin et al, 1998). O fendmeno da antecipacdo ¢
bastante importante nesta ataxia apresentando, em média, 22 anos quando a transmissdo ¢
paterna e 17 anos quando a transmissdo ¢ materna (Jardim, 2000). A instabilidade da
seqiiéncia repetida, aproximadamente 12 CAG por transmissdo, leva a uma antecipagdo de
aproximadamente 20 anos por geragdo (Lebre e Brice, 2003).

Os alelos expandidos apresentam de 36 a 306 repeticdes CAG, enquanto os alelos
normais variam de 4 a 35 repeti¢cdes (Lebre e Brice, 2003). O alelo expandido ¢ bastante
instavel na meiose, existindo forte correlagdo negativa entre o tamanho da repeticao CAG e a
idade de inicio da doenca. Ha também uma correlacdo entre o tamanho da expansdo ¢ a taxa
de progressao da doenga, quanto maior a expansao, maior a progressao (Lebre e Brice, 2003).

Alelos intermediarios, entre a faixa normal e a patogénica, sdo raros nas populacdes
estudadas e nunca foram associados ao fenotipo de SCA7. Por exemplo, num caso especifico,
um alelo intermediario com 35 repeticdes originou um alelo expandido com 57 repetigdes
(Stevanin et al, 1998). A presenga de um alelo intermedidrio foi reconhecida em uma
determinada familia de cinco a oito geragdes antes do surgimento da doenga nas geragdes
mais recentes (Johansson et al, 1998). O aparecimento de mutagdes de novo a partir de alelos
intermediarios explicaria o motivo da doenca ndo desaparecer, visto que o fendmeno da
antecipagdo ¢ muito grave nesta ataxia (Stevanin ef al, 1998; Giunti ef al, 1999). A seqiiéncia
repetida CAG ¢ particularmente instavel na SCA7, e mutagdes de novo podem ocorrer na

transmissdo paterna de alelos intermediarios (28-35 repeticdes CAG), o que explica a
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persisténcia de SCA7, apesar da antecipagdo que poderia levar a extingdo da doenca (Lebre e
Brice, 2003).

Na SCA7 também se observou o acimulo de proteinas alteradas no nucleo celular,
induzindo a formacgdo de inclusdes intranucleares neuronais (NIIs) (Takahashi et al, 2003).
Recentes evidéncias indicam que uma desregulagdo transcricional pode contribuir para a
patogénese de SCA7, assim como em outras SCAs (Helmlinger et al, 2004).

Visando a determinagdo da base molecular da neurotoxicidade na SCA7,
pesquisadores produziram camundongos transgénicos expressando ataxina-7 com 24 ou 92
glutaminas no sistema nervoso central, exceto nas células de Purkinje. O animal com 92
glutaminas desenvolveu um quadro de ataxia culminando em uma morte prematura.

Degeneracdo das células de Purkinje foi detectada assim como a presenca de um
fragmento N-terminal da proteina ataxina-7, tanto nos camundongos como em pacientes com
SCA7. O aparecimento do fragmento da ataxina-7 em agregados nucleares correlaciona-se
com o inicio do fendtipo de SCA7 no camundongo estudado, sugerindo que a localizagao
nuclear e a clivagem proteolitica podem ser importantes caracteristicas da patogénese de
SCA7 (Garden et al, 2002). A degeneracdo das células de Purkinje no camundongo
transgénico indica que a disfungdo induzida por poliglutamina em células adjacentes, ou de

algum modo conectadas, contribui para a neurodegeneragdo (Garden et a/, 2002).

1.7 As Poliglutaminas

As repeticOes patologicas da seqiiéncia CAG localizam-se dentro de exons dos
genes envolvidos com a maioria das ataxias, sendo traduzidas em segmentos de
poliglutaminas nas proteinas mutadas. O agente patogé€nico comum a essas doengas parece ser
a mudanca estrutural das proteinas.

As doengas provocadas por expansdes poliglutaminicas compartilham caracteristicas
importantes que podem ajudar na compreensao dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos

no desenvolvimento das mesmas.

1.7.1 Fisiopatologia das expansdes CAGs

As ataxias espinocerebelares causadas por expansdes CAGs e subseqiiente producao

de proteinas com segmentos de poliglutaminas apresentam heranga autossomica dominante,
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sendo que os achados patologicos compreendem degeneragdao e perda de células neuronais,
ainda que cada doenca possa ter suas regides mais suscetiveis.

Outra caracteristica importante ¢ comum as ataxias espinocerebelares ¢ o fato do
inicio da doenga ocorrer preponderantemente na vida adulta, uma vez que os efeitos das
poliglutaminas sobre as células neuronais sdo tardios. Em todas as doengas descritas, quanto
maior for a expansdao CAG, mais grave se torna o quadro clinico. Isto indica que os neurdnios
ndo suportam os efeitos causados por proteinas apresentando grandes segmentos de
poliglutaminas, onde o efeito toxico ocorre de forma mais intensa.

Ja estda bem estabelecido que as seqiiéncias CAG expandidas apresentam
instabilidade nas divisdes celulares, principalmente na meiose, nas quais comumente
aumentam seu tamanho. Este processo deve ocorrer durante a recombinagdo, sendo o
responsavel pelo fendmeno da antecipacao.

Em 1996, foi observado que as poliglutaminas da MJD precipitavam-se através de
auto-agregacao em células COS cultivadas induzindo a morte celular, sendo que a
precipitagdo sé ocorria pelas poliglutaminas oriundas de uma porc¢ao da proteina MJD1, mas
ndo da proteina completa (Ikeda et al, 1996). Outros trabalhos encontraram os mesmos
resultados, inclusdes ou agregados intracelulares de poliglutaminas em neurdnios de pacientes
com SCA1, MJD e DRPLA (Hackam et al, 1998). Todos os agregados continham fragmentos
de proteinas com um segmento de poliglutaminas expandida. O aciumulo de proteinas
alteradas no nticleo induz a formacao das inclusdes intranucleares neuronais (NlIIs), sendo que
o nucleo estd compartimentalizado em dominios funcionais e estruturais, os quais estdo
envolvidos na formagao das mesmas (Takahashi ez al, 2003).

As seqiiéncias de aminoacidos adjacentes ao segmento de poliglutamina podem
aumentar ou reduzir seu potencial de formacdo de agregados, ou seja, qualquer modificacao
das seqiiéncias flanqueadoras pode influenciar seu potencial de agregacdo de forma
significativa, especificando os constituintes das inclusdes nucleares (NI) e contribuindo para a
seletiva neurotoxicidade nas doengas causadas por poliglutaminas (Nozaki et al, 2001; Chai
etal,2001).

Estudos in vivo demonstram a formacao de agregados intranucleares ou citosolicos
nos neurdnios, restringindo-se, de uma forma geral, as regides encefalicas afetadas pela
doenca. Os agregados encontram-se ubiquitinizados, demonstrando o inicio do processo de

proteolise (Davies et al, 1997; DiFiglia et al, 1997; Skinner et al, 1997; Paulson et al, 1997).
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Em um modelo murino, inseriu-se uma longa seqiiéncia CAG no gene da proteina
hipoxantina fosforribosiltransferase (HPRT) e foi observado o inicio de um quadro patoldégico
(Ordway et al, 1997). O segmento de poliglutamina na nova proteina produzida, expressa no
cérebro do rato, provocou um processo neurodegenerativo, com inclusdes intranucleares
neuronais muito semelhantes as encontradas nas doengas humanas (Hackam et al, 1998).
Tanto em estudos in vivo como in vitro, a presenca dos agregados de poliglutaminas,
independentemente dos genes envolvidos, esta associada a um estado patolégico, sendo que
as seqiiéncias poliglutaminicas s@o intraneurais e encontradas predominantemente nas regides
associadas a doenca. Cabe salientar também, a necessidade prévia de um evento proteolitico

para desencadear a formag¢ao dos agregados.

1.7.2  Formacao dos agregados de poliglutaminas

Uma das hipoteses levantadas para a formacdo dos agregados seria a de que as
poliglutaminas possam agir como ziperes polares, devido a formacdo de ligacdes de
hidrogénio entre a cadeia principal e as cadeias de amidas laterais (Perutz, 1995). A interacao
entre as proprias poliglutaminas seria a forca central de sua agregacao.

Outra hipdtese sugere que dominios protéicos externos a poliglutamina seriam
responsaveis por sua agregacdo (Burright et a/, 1997). Porém, as proteinas que apresentam
poliglutaminas ndo tém qualquer outra homologia estrutural, e esta hipdtese s se sustentaria
se elas tivessem homologia funcional, o que também ¢ improvavel.

Uma terceira hipdtese para a formagdo de agregados sugere a necessidade de
ligagdes covalentes, catalisadas por transglutaminases, entre glutaminas e lisinas. Tais
enzimas também participam da seqii€éncia de eventos da apoptose. Entretanto, tais ligagdes
nunca foram demonstradas nos agregados intraneurais (Hackam et a/, 1998).

A expressdo de proteinas com uma expansdo da seqiiéncia poliglutaminica é
generalizada no sistema nervoso central, mas os agregados sdo produzidos somente nas
regides afetadas pela doenga especifica (Hackam et al, 1998). Parece claro, portanto, a
correlacdo entre o agregado e o processo patogénico.

Entretanto, os agregados poderiam ser a causa da lesdo ou da morte celular, ou,
quem sabe, apresentarem um papel protetor como uma resposta defensiva da célula frente a

um processo toxico.
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De qualquer modo, uma caracteristica importantissima das doengas
neurodenerativas causadas por segmentos de poliglutamina ¢ a formagdo de agregados de
proteinas ubiquitinados em neurénios de pacientes afetados. O seqiiestro mediado por
ubiquitina de proteinas nos agregados deve ser um mecanismo comum para a patogénese das
doencgas neurodegenerativas (Donaldson et a/, 2003).

Como os agregados intraneurais sdo constituidos de fragmentos das proteinas
originais contendo segmento de poliglutamina, supde-se que um dos eventos iniciais que
originam os agregados seja a protedlise. Evidéncias mostram que algumas proteinas de genes
com repeticdo CAG, por exemplo MJD1, sdo substratos naturais das caspases, um grupo de
cisteino-proteases que ¢ ativado quando a célula inicia a apoptose (Hackam et al, 1998). As
caspases criam fragmentos protéicos contendo poliglutamina.

Outro indicador de protedlise ¢ a ligagdao dos agregados a ubiquitina (Davies et al,
1997; DiFiglia et al, 1997; Skinner et al, 1997; Paulson et al, 1997; Ordway et al, 1997). A
ubiqiiitina marca as proteinas para sua destrui¢do, por estas apresentarem ma conformacao ou
por necessidade de remog¢ao no ciclo celular. As poliglutaminas poderiam ser marcadas por
ubiqiiitinas por um destes motivos, por serem aberrantes ou por tratar-se de um processo
celular usual.

Os eventos proteoliticos apresentam especificidade tecidual em cada grupo de
doencas. No caso das SCAs, a especificidade tecidual poderia explicar o fenotipo clinico
comum que compartilham. Nao seriam atingidos tantos neur6nios, porém, quase sempre 0s
mesmos, ndo importando tanto o gene com alelo expandido. Ainda ndo estd claro se os
agregados sdo patogénicos ou meramente marcadores das doencas, no entanto, a clivagem

promove a agregagao (Tarlac e Storey, 2003).

1.7.3 Agregados de poliglutaminas e a morte celular

O actimulo de fragmentos protéicos apresentando um segmento de poliglutamina
expandido seria toxico para a célula neuronal. A toxicidade poderia ser anterior ou
subseqiiente a formacdo dos agregados. O processo patoldgico seria desencadeado pela
protedlise da proteina original em um dado momento. As regides atingidas sempre
acumulariam fragmentos da proteina contendo segmento de poliglutamina expandida, ou seja,
resistentes a degradacdo (Hackam et al, 1998). Tal modelo pressupde que o processo de

quebra das proteinas seja diferente em cada regido do sistema nervoso central, explicando o
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acumulo dos agregados em regides tao especificas (Kakizuka, 1998). Um motivo para esta
especificidade seria a expressao diferencial das proteases responsaveis pela degradacdo das
poliglutaminas nas diversas regides nervosas. Ou ainda, os efeitos toxicos iniciais, anteriores
a degradacdo, deveriam envolver apenas determinadas populacdes de neurdnios (Hackam et
al, 1998). Esse modelo poderia explicar a existéncia de um periodo pré-sintomatico tdo longo
em todas as SCAs, e a variacdo do inicio dos sintomas e da dos mesmos (Kakizuka, 1998).

E importante ressaltar que muito deve ser esclarecido a respeito dos processos
envolvidos nestas patologias para que se alcance modelos terapéuticos correspondentes. Deve
ser bem estabelecido e compreendido se os agregados intraneuronais sdo a causa, uma
resposta protetora ou apenas um marcador de disfun¢do neuronal iminente. Firmacos que
inibem a agregagdo das poliglutaminas apresentariam efeitos totalmente diferentes em cada

caso. Portanto, o tratamento destas doengas necessita de uma maior compreensdo da

fisiopatologia envolvida.

1.7.4 Tratamento dos sintomas e prevenc¢io

Nao ha ainda tratamento efetivo disponivel para a maioria das sindromes ataxicas,
exceto para a ataxia com deficiéncia em vitamina E, uma ataxia cerebelar recessiva, e as
ataxias episodicas (Evidente et al, 2000). Pouco progresso se obteve com tratamentos
sintomaticos farmacoldgicos voltados para as manifestagdes motoras. Ensaios clinicos,
usando um unico farmaco, produziram resultados controversos ou negativos. Alguns autores
aconselham experimentos utilizando-se de uma mistura farmacologica combinando
substancias que tentariam corrigir as deficiéncias neuroquimicas encontradas nas SCAs e que
modificariam os sistemas neurotransmissores cerebelares (Botez et al, 1998). De qualquer
maneira, o futuro do tratamento sintomatico das SCAs ainda deve ser visto com muito
cuidado (Shoulson, 1998). O tratamento curativo ainda esta distante. No entanto, com a
elucidacao da génese dos sintomas das SCAs, serd possivel o desenvolvimento de agentes
farmacoldgicos que influenciem a agregacao das poliglutaminas.

Viérias estratégias terapéuticas aplicam-se igualmente a todas as SCAs, sendo que
terapias mais especificas para as ataxias em particular ¢ um grande objetivo para o futuro
(Margolis, 2002). Clivagem de agregados protéicos, ao menos no caso da ataxina-3, e¢ a
inibi¢do de proteases especificas, constituem uma potencial terapia para estas doencgas (Tarlac

e Storey, 2003).
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Algumas ataxias esporadicas respondem ao tratamento com acetazolamida, onde os
ataques sdo diminuidos pela utilizacdo da mesma (Steckley et al, 2001; Koh et al, 2001).

A manutencdo de uma boa qualidade de vida e bem-estar dos doentes, dentro do
possivel, ¢ o objetivo do atendimento clinico, proporcionando-se um tratamento enfocando o
suporte fisico e emocional, incluindo atendimentos fisioterapicos, psicologicos e
fonoaudiologicos.

O aconselhamento genético tornou-se uma questao muito importante no manejo das
SCAs, pois trata-se da unica alternativa para preveni-las. Esta, por sua vez, fornece a
informagdo genética auxiliando os individuos a tomar as decisdes que melhor lhes sirvam.
Com esta finalidade, ¢ muito importante o diagndstico preciso e bem estabelecido para os
pacientes além de uma avaliagdo correta dos riscos de recorréncia, € ainda, um processo
bastante claro de comunicagdo entre as partes envolvidas. Portanto, a informagdo genética
fornecida aos pacientes e seus familiares so sera correta e adequada através de um diagndstico
preciso. O diagndstico definitivo, normalmente, ¢ obtido através de estudos moleculares, onde
o aconselhamento genetico ¢ necessario para os testes de individuos sintomaticos e
assintomaticos (Evidente et al, 2000).

Os testes moleculares tornaram possivel o diagnostico pré-sintomatico das pessoas
em risco, sendo chamados de testes preditivos, dando uma op¢ao aos portadores do gene para
evitar a recorréncia da doenca. Recentemente, foi realizado um diagnoéstico pré-natal de MJD
em Taiwan, em uma mulher cujo marido portava um alelo expandido no gene MJD1. Apds
avaliacdo psicoldgica, amniocentese foi realizada no feto de 13 semanas, sendo detectada a

presenca de um alelo MJD expandido. (Tsai et al, 2003).

1.8 Fenomeno da antecipacio e os fatores modificadores

A instabilidade durante as divisdes mitdticas e meidticas € uma caracteristica
extremamente importante das mutagdes devidas a expansdo de seqiiéncias repetitivas. A
instabilidade meiotica foi observada em intimeras transmissoes, genitores aos filhos, o que
explica, parcialmente, a antecipagdo e a expressividade varidvel (Harper et al, 1997). H4 uma
correlagdo negativa entre o tamanho da expansdo CAG e a idade de inicio da doenca. Em um
estudo com individuos SCA2 positvos, observou-se mosaicismo no sistema nervoso central,
onde a instabilidade mitdtica levou a regides nervosas com alelos expandidos de diferentes

tamanhos (Matsuura ef al, 1999).
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Estd bem estabelecido, também, o fato de que quando o cromossomo com o alelo
mutado atravessa uma meiose paterna, tende a ser um pouco mais instdvel. Em um
determinado estudo, o tamanho da repeticdo CAG, em cromossomos especificos, foi
acompanhado durante a sua transmissdo de pai para filho, e se viu que o segmento CAG teve
seu tamanho alterado em 55% de 58 transmissdes observadas (Maciel ef al, 1995).

De um modo geral, as ataxias espinocerebelares dominantes apresentam o fenomeno
da antecipacdo. Porém, a correlagdo entre o tamanho da expansdo e as caracteristicas clinicas,
idade de inicio e manifestagdes neurologicas, ndo ¢ completa, perfeita. Outros fatores
genéticos e ambientais devem influenciar o histdrico da doenga, seu inicio e desenvolvimento,
e sdo conhecidos como fatores modificadores. A propria expansdo repetitiva CAG apresenta
caracteristica variavel, o tamanho, podendo modificar o grau de expressao do fendtipo. O
mosaicismo somadtico, pela instabilidade mitodtica, também poderia ser um fator modificador,
ndo necessariamente em todos os tipos de ataxias conhecidas. No caso da MJD, as evidéncias
sobre o papel do mosaicismo somatico na determinacdo do fendtipo ndo sdo promissoras
(Maciel et al, 1997). Outro fator modificador poderia ser o sexo do genitor afetado, ja que a
instabilidade meidtica ¢ mais pronunciada em homens afetados, e seus filhos receberiam
alelos com o tamanho da repeticdo expandida aumentada, até por que, o mais comum ¢ a

expansao e ndo a retracdo, levando a um fendtipo mais grave.

1.9 Justificativa

A introdu¢do de protocolos molecutares nio radioativos visando a detec¢do e a
quantifica¢do dos alelos normais e expandidos para SCA1, SCA2, SCA6 e SCA7, e a andlise
de possiveis genes modificadores do fenotipo de MJD/SCA3, além de se estudar a freqiiéncia
e as caracteristicas moleculares, clinicas e epidemiologicas das SCAs tipos 1, 2, 3, 6, 7, 10, 17
e DRPLA em familias do sul do Brasil se justificam pelas razdes descritas abaixo:

1) Estudos prévios indicam a ocorréncia das ataxias espinocerebelares em nossa
populacdo, apesar de ndo se conhecer bem a freqiiéncia e as caracteristicas moleculares,
clinicas e epidemiologicas das mesmas;

2) O diagnéstico clinico € pouco preciso para as ataxias espinocerebelares dominantes,
0 que gera um elevado niimero de resultados equivocados, pacientes sem diagndstico e
aconselhamento genético pouco informativo. A eficiéncia dos testes moleculares proporciona

diagnésticos precisos para os pacientes doentes e ¢ fundamental no processo de
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aconselhamento. O diagnostico precoce e preciso de uma determinada ataxia pode melhorar a
qualidade de vida dos individuos. Portanto, a investigagdo molecular ndo radioativa de
possiveis portadores de alelos expandidos é o exame capaz de definir o seu diagndstico e
contribuir para um melhor conhecimento dos aspectos relacionados a este tipo de doenga,
utilizando-se de uma técnica que ndo apresenta qualquer risco de exposi¢do a produtos
quimicos radioativos;

3) A MJD/SCA3 ¢ a ataxia espinocerebelar mais freqiiente em nossa populagao. O seu
elevado nimero de casos, em comparacdo as outras ataxias, justifica a busca por genes
modificadores que possam influenciar o fendtipo destes doentes;

4) Finalmente, alguns casos de SCA1, SCA2, SCA6 e SCA7 foram detectados em
nossa populagdo através de diagnodstico molecular realizado na Universidade do Porto,
Portugal, através de método radioativo, e novos casos suspeitos surgem pelas observagdes
clinicas, o que torna recomendavel e necessario que um estudo como este seja conduzido em
nossa populacdo, bem como futuramente também estudos com relagdo as demais SCAs

existentes.

23



Doutorado Objetivos

2. Objetivos

Os objetivos deste estudo foram os seguintes:

e [Estabelecer protocolos ndo radioativos para deteccdo de mutacdes dinamicas

associadas a SCA1, SCA2, SCA6 e SCA7 (expansao do trinucleotideo CAG);

e Analisar, com esses protocolos, os pacientes com suspeita clinica de uma SCA.

e Determinar o tamanho da expansdo trinucleotidica presente nos pacientes com
resultado alterado na avaliagdo qualitativa, bem como o tamanho das repeticoes CAG
nos alelos normais;

e Identificar outros portadores da mutacdo em questdo entre os familiares do caso
indice, visando o oferecimento do aconselhamento genético e acompanhamento

clinico;

e Estudar um grupo de pacientes com MJD para os genes da SCA1, SCA2 e SCA6,

analisando-os como possiveis genes modificadores.

e Estudar a freqii€ncia e as caracteristicas moleculares, clinicas e epidemioldgicas das

SCAs tipos 1, 2, 3,6, 7, 10, 17 e DRPLA em familias do sul do Brasil.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

OS RESULTADOS E A DISCUSSAO DESTE TRABALHO SERAO
APRESENTADOS NA FORMA DE QUATRO ARTIGOS CIENTIFICOS.
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3.1 ARTIGO 1

SPINOCEREBELLAR ATAXIAS IN 114 BRAZILIAN FAMILIES: CLINICAL AND

MOLECULAR FINDINGS

Artigo publicado na Clinical Genetics, 70: 173-176, 2006.
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3.2 ARTIGO 2

SPECTRUM OF SCA1, SCA2, AND SCA6 IN SOUTH BRAZIL: A NON-RADIOACTIVE
METHODOLOGY FOR DETECTING AND QUANTIFICATION OF CAG REPEATS

AND CLINICAL FINDINGS OF NEW BRAZILIAN PATIENTS.

Artigo submetido a publicacdo na revista European Journal of Neurology.
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Abstract

Autosomal dominant spinocerebellar ataxias (SCAs) are a complex group of
neurodegenerative diseases that share a similar molecular mechanism: expansion of CAG
repeats. Main aims of this study were (1) to introduce a non-isotopic methodology to detect
CAG repeats in SCA1, SCA2, and SCAG6 genes, (2) to determine size of CAG repeats in normal
and mutant alleles of affected patients, and (3) to verify clinical features of SCA1, SCA2, and
SCA6 new Brazilian patients. We have studied 59 unrelated patients and five relatives which
were referred to the Medical Genetics Service of Hospital de Clinicas de Porto Alegre — South
part of Brazil, showing signs and/or symptoms of a type of SCA. Regions of interest were
amplified by PCR using specific primers. PCR products were analyzed by electrophoresis on a
2% (w/v) agarose gel, for detecting normal and mutant allele, and 12.5% (w/v) polyacrylamide
gel, for allele size determination. We were able to establish a reliable methodology and detected
12 affected patients in our sample population (one SCAI1 case; seven SCA2 patients; and four
SCAG6 patients). This work allowed the introduction of a novel methodology for detection and
quantification of normal and mutant alleles in SCA1, SCA2, and SCA6 genes in our laboratory,
which can be also employed to detect other dynamic mutations, the diagnosis of new SCA cases,
and still to establish a clinical and neurological picture of the South Brazilian patients to the

studied SCAs.

Keywords: Non-isotopic methodology; Spinocerebellar Ataxia; Trinucleotide Repeats;

CAG repeats; Molecular analysis; SCA1 gene; SCA2 gene; SCA6 gene; SCA clinical features.

33



Doutorado Resultados

Introduction

Autosomal dominant spinocerebellar ataxias (SCAs) are a complex group of debilitating
and often fatal neurodegenerative diseases that affect the cerebellum and main connections
characterized by a generalized incoordination of gait, speech, and limb movements. In general,
onset of SCAs is in the adult life and shows great clinical heterogeneity [1]. Symptoms normally
appear from third to fourth decade of live and progress slowly [1]. In successive generations,
symptoms can initiate earlier with a more severe progression, phenomenon called anticipation
[2]. Currently, mutations responsible for different types of SCAs are known in different regions
of the genome, and most of them were already mapped and cloned. Several evidences lead to the
fact that these diseases share the same molecular mechanism and similar physiopathological
processes, as well as in other neurodegenerative diseases. Mutational basis of most of them is an
expansion of the trinucleotide CAG, which codifies for a polyglutamine tract [3]. Exceptions are
SCAS8, which is caused by an expansion of CTG repeat, and SCA10 that is caused by an
expansion of the pentanucleotide ATTCT [4, 5]. An expanded polyglutamine tract can become a
toxic product when located within the coding region of the gene, but the effect of a CTG
expansion (SCAS), which is located outside the coding region, remains unknown [3, 4].

The spinocerebellar ataxia type 1 (SCA1) is caused by a CAG expansion in chromosome
6, locus 6p22-p23 [8]. Number of repeats varies from 6 to 39 in normal alleles, and from 40 to
81 in mutant alleles [6, 9]. This disease was already described in families from different
geographic and ethnic origins, although most cases are found in Italians and Eastern Europeans
[10, 11, 12].

Locus of spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2), or "Holguin ataxia", has been mapped to
chromosome 12 (region q23-24.1), and a CAG expansion within the gene is the mutational basis

of this disease [14, 16]. Normal alleles show between 14 and 31 CAG repeats, while mutant
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alleles show between 35 and 59 repeats [17]. However, 33 CAG repeats can be sufficient to
cause the disease [14]. Therefore, a precise determination of expansion size is essential in this
case [18].

The spinocerebellar ataxia type 6 (SCA6) is caused by a CAG expansion at locus 19p13
[19]. This mutation occurs in the 3° region of CACNAIA gene, which codifies for the alpha 1
subunit of the neuronal calcium channel [19]. In normal alleles, CAG repeat varies from 4 to 15,
while in mutant alleles 21 to 27 repeats can be found, although 20 repeats can already cause the
disease [20]. SCAG is caused by an alteration in the function of the neuronal calcium channel in
Purkinje cells, which lead to cells degeneration due to a high concentration of ion calcium [19].
The expanded CAG tract is smaller than those found in other SCAs; this can suggest a distinct
pathogenic mechanism associated to SCA6 [17].

Before the assignment and identification of genes associated to SCAs, classification of
these diseases was very poor, and diagnosis of patients was based only on clinical signs and/or
symptoms. Nowadays, molecular diagnostic tests were already introduced in several places. Few
reports have been described of studies performed with Brazilian patients with MJD/SCA3, the
most common type of SCA found in Brazil up to date, SCA1, SCA2, SCA7, and SCAS [21, 22,
23]. However, all these studies were supported by molecular analyses performed outside Brazil.
Recently, our group established an efficient methodology for detecting cases of MJD/SCA3, the
most frequent type of SCA found in Brazil [24]. Although great part of cases with a clinical
suspicion of a SCA was defined by the molecular diagnosis of MJD/SCA3, it remained the need
of molecular test for identification of other SCAs.

We present here a novel non-isotopic methodology for detecting CAG repeats in SCAI,
SCA2, and SCA6 genes. The methodology aimed the identification of normal and/or expanded

alleles. In addition, number of repeats in normal and expanded alleles of affected patients was also
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determined through a similar technique. We verify still the clinical and neurological features of

SCAI1, SCA2, and SCA6 new South Brazilian patients.
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Materials and Methods

Sample characterization

We have analyzed 59 unrelated individuals, and five relatives (64 patients in total) who
were referred to the Medical Genetics Service of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA), Rio Grande do Sul, Brazil. These patients were sent for a clinical evaluation due to
show sign and/or symptoms of a type of SCA. All patients included in this work were previously

tested for Machado-Joseph disease (MJD/SCA3) in our lab, which showed negative results.

Methodology and molecular analysis
DNA extraction

Blood samples (5-10mL) from each individual were collected in EDTA. Genomic DNA
was isolated using the salting out technique, as previously described [25]. When necessary,
genomic DNA was further purified using isopropanol precipitation. Informed consent was

obtained from each patient.

PCR

PCR assay for detecting repeats in SCA1 gene was performed using primers Rep-1 (5'-
AACTGGAAATGTGGACGTAC-3") and Rep-2 (5-CAACATGGGCAGTCTGAG-3") [8].
Genomic DNA (200ng) was added to 10 pmol of each primer in a total volume of 25 pl
containing 1U of Platinum Pfx DNA Polymerase, ImM MgSO., 4% (v/v) DMSO, 200 uM of
dNTPs, 1X PCR Enhancer Solution, 50mM Tris-HCI pH 8.0, 50mM KCI, ImM DTT, 0.1 mM

EDTA. The reaction mixture was incubated at 94°C for 5 min, then 5 cycles of 94°C for 1 min,
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followed by 1 min at 58°C -0.5 °C/cycle and 90s at 68°C, then 35 cycles of 94°C for 1 min,

followed by 1 min at 56°C and 90s at 68°C, and a final extension step of 68°C for 5 min.

PCR reaction for detecting CAG repeats in SCA2 gene was performed using primers
SCA2-A (5-GGGCCCCTCACCATGTCG-3") and SCA2-B (5'-CGGGCTTGCGGACATTGG-
3") [26]. PCR reagents were as described for SCA1. The reaction mixture was incubated at 95°C
for 5 min, then 9 cycles of 96°C for 1 min, followed by 1 min at 63°C -0.5 °C/cycle and 40s at
68°C, then 21 cycles of 96°C for 1 min, followed by 1 min at 59°C and 40s at 68°C, and a final
extension step of 68°C for 5 min.

PCR protocol for detecting CAG repeats in the SCA6 gene was performed using primers
S-5-F1 (5'-CACGTGTCCTATTCCCCTGTGATCC-3") and S-5-R1 (5'-TGGGTACCTCCGAG
GGCCGCTGGTG-3") [27]. PCR reagents were as described for SCA1. The reaction mixture was
incubated at 95°C for 5 min, then 13 cycles of 96°C for 1 min, followed by 1 min at 62°C -0.5
°C/cycle and 40s at 68°C, then 22 cycles of 96°C for 1 min, followed by 1 min at 56°C and 40s at
68°C, and a final extension step of 68°C for 5 min.

All amplification reactions were carried out in a MJ Research PTC 100 thermocycler.

Positive controls were employed to established amplification condition of each reaction.

Allele size analysis

PCR products were first analyzed by electrophoresis on a 2% (w/v) agarose gel and
visualized by ethidium bromide staining. Fragments were compared to 100bp DNA ladder.

In order to determine allele size, SCA1 amplicons were analyzed on a 10% (W/v)
polyacrylamide gels (29:1 acrylamide:bis-acrylamide), and SCA2 and SCA6 amplicons were
resolved on a 12.5% (w/v) polyacrylamide gel (29:1 acrylamide:bis-acrylamide). Sizes of alleles
were determined by comparing relative migration to commercial DNA ladders (10, 50, and

100bp DNA ladder). An 8pul aliquot of each amplicon was mixed to 0.25% (w/v) bromophenol
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and 0.25% (w/v) xylene cyanol. Electrophoresis was performed at 4W for 18 to 24h at room
temperature, according to the specific length of amplified fragment. Amplicons were visualized

using silver staining protocol, as previously described [28].
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Results

Protocols described here were applied to detect normal and expanded alleles associated
to SCA1, SCA2, and SCAG6. In addition, size of alleles was also determined using a modified
approach based on electrophoresis, and silver staining for amplicon identification.

We have detected 12 new cases of SCA1, SCA2, and SCAG6 patients out of 64 individuals
analyzed. Considering only unrelated individuals, this study was able to identify seven new SCA
patients out of 59 individuals, giving a frequency of 11.86% (7/59).

Although the remaining 45 unrelated individuals tested for SCA1, SCA2, and SCA6
demonstrated to carry two normal alleles, CAG length was also determined in these samples. In
this assessed population, normal alleles for SCA1 showed between 25 and 32 CAG repeats;
while range of variation in normal alleles for SCA2 was 19 to 26 CAG repeats, and normal
alleles for SCA6 showed from 5 to 14 CAG repeats. The most common repeat size found in

SCA2 gene was alleles with 22 CAG repeats.

The SCA1 case

One individual was identified as a SCA1 patient. This patient showed a mutant allele
with 47 CAG repeats and a normal allele of 26 CAG repeats (Figure 1A — lane 3, and Table 1).
This case, denominated case 1, was a 41 year-old woman who had been ataxic since the age of
35. Considering this new case, we can estimate a frequency of 1.7% (1/59) for SCAI in our

sample population.
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His neurological examination revealed marked gait and postural ataxia, with
independence still preserved, although present difficulties to walk, get down and go up stairs.

Our patient related also frequent cramps and tremor.

SCA2 cases

Detection of SCA2 gene was able to identify four positive cases among unrelated
individuals, and three additional patients in two different families (seven SCA?2 patients in total)
(Table 1). Four SCA2 patients showed a mutant allele of 38 CAG repeats and a normal allele
with 22 CAG repeats being denominated by cases 3-6 (Figure 2 — lane 1). Another SCA?2 patient
carry a mutant allele of 41 CAG repeats and a normal allele of 22 CAG repeats (case 7). His
brother, case number 8, carries a mutant allele of 42 CAG repeats, and a normal allele of 22
CAG repeats (Figure 1B — lane 3, and Figure 2 — lane 3). In addition to these six confirmed
patients, a further individual, case 2, carry two alleles with CAG repeats within an intermediate
interval (32 and 33 CAG repeats) (Table 1). Therefore, frequency of SCA2 patients in our
sample population was estimated to be 6.78% (4/59).

The SCA2 positive patients have of 30 at 71 year-old, and the age of onset varies of 25 at
46 years. An inverse correlation is apparent between the age of onset and CAG repeat length of
each patient, showing the phenomenon of anticipation (Table 2).

Neurological features in SCA2 patients here studies involve gait, postural and limb
ataxia, involuntary movements, cramps, tremor, dystonia, dysarthria, dysmetria, hyporeflexia,
dysphagia, dysdiadochokinesia, fasciculations, parkinsonism, nystagmus and slow saccades.
Cognitive and memory deficit were verified in one specific case, number 3, a man of 71 year-
old. Cerebellar, bulbar and mesencephalic atrophy also were observed only in the SCA2 patient
number 3. However, the SCA2 patient number 7, a man of 35 year-old, also shows cerebellar

atrophy.

41



Doutorado Resultados

The SCAG6 cases

Two individuals were identified as new SCA6 patients (Figure 1C, and Table 1). One
case, number 9, showed an expanded allele of 24 CAG repeats and a normal allele of 12 CAG
repeats (Figure 1C and Figure 2 — lane 6). The other new SCA6 patient, index case number 10,
showed 11 CAG repeats in the normal allele and 24 CAG repeats in the mutant allele (Figure 2 —
lane 5). This patient has two brothers that were also diagnosed as SCA6 patients. These other
two individuals, patients 11 and 12, showed alleles of same size that those presented in the index
case (a normal allele of 11 CAG repeats and a mutant allele of 24 CAG repeats). Hence,
frequency of SCA6 in our sample population was estimated to be 3.39% (2/59).

The SCAG6 positive patients have of 44 at 58 year-old, and the age of onset varies of 30 at
37 years. The age of onset and CAG repeat length of SCA6 patients was not compared because
the expanded alleles this individuals show the same size.

Neurological features in SCA6 positive patients evaluated involve gait, postural and limb
ataxia, dysarthrya, dysphagia, diplopia and hypermetria. Cognitive or memory deficit were not
observed in any SCA6 patient. Until the moment, cerebellar and bulbar atrophy were not

detected too.
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Discussion

The establishment of a molecular protocol for detecting normal and mutant alleles in
genes responsible for SCAs was essential for a better diagnosis of families at risk, considering
that there are several individuals with clinical signs and/or symptoms of those diseases. In
general, previously established protocols by other groups were based on hybridization using an
isotopic labeled probe. Thus, a non-radioactive technique was thought to be developed and
minimize risks of exposure to nasty chemicals as well as reduce contamination and radioactive
spills.

We present here a report of molecular studies carried out in Brazil in individuals with
typical signs and/or symptoms of ataxia. These individuals were previously tested for a mutation
in MJDI, the gene responsible for MJD/SCA3. A recent study carried out in our laboratory
showed that MJD/SCA3 is by far the most frequent type of SCA in our region, with a frequency
of 61% in a sample of individuals with typical signs and/or symptoms of ataxia [22]. This
finding is similar to other studies performed worldwide, and can also be explained by our ethnic
origin (Portuguese occupation of Brazilian territory). However, searching for other SCAs is also
essential to define the remaining cases.

In this study, we have established efficient protocols to verify normal and expanded
alleles in /loci associated to SCA1, SCA2, and SCA6. Protocols were based on non-isotopic
techniques and proved to be effective and reproducible for detecting formerly diagnosed
samples, which were employed as positive controls, as well as seven novel index cases in the
studied population and five positive relative individuals. These patients have clinical
characteristics and neurological findings, all comparable with those found in the literature as

gait, postural and limb ataxia, involuntary movements, cramps, tremor, dystonia, dysarthria,
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dysmetria, hyporeflexia, dysphagia, dysdiadochokinesia, fasciculations, nystagmus, slow
saccades, diplopia, hypermetria, cognitive and memory deficit, and cerebellar, bulbar and
mesencephalic atrophy [1]. Cognitive and memory deficit were observed in a man of 71 year-old
with SCA2, due to his advanced age but also by the effect of the disease. In some patients,
cerebellar, bulbar and mesencephalic atrophy had been observed; other individuals can present
such features with the development of the disease in future evaluations.

We have detected only one case of SCA1 in our population. This indicates a low
incidence of this type of SCA in our region, although we are aware that number of individuals
may not be sufficient to draw final remarks. However, prevalence of SCA1 in our population
will hardly get close to the rates reported in Europe (21%) [1]; this can be caused by ethnic
heterogeneity that is characteristic of the Brazilian population, due to different waves of
immigration.

Analysis of SCA2 gene revealed three patients with alleles above 35 CAG repeats, which
is typical of an affected individual. A patient’s brother and two patient’s sons of other family
were also proved to carry an expanded allele. In addition, intermediate alleles, of 32 and 33 CAG
repeats, were detected in another subject. This patient was considered as affected based on
previous report that 33 CAG repeats can be enough to cause the disease [14]. Besides, several
symptomatic individuals with mutant alleles of 34 or 35 CAG repeat, or even 32 CAG repeats,
have been previously described [29, 30]. Clearly sequencing of this patient’s DNA is crucial to
confirm CAG length in these SCA alleles; this experiment is currently being performed.

Although our limited number of confirmed SCA2 cases, we compared age of onset and
CAG repeat length of each patient (Table 2). As expected, an inverse correlation is shown
between these two parameters, confirming the phenomenon of anticipation [26, 31, 32]. We
cannot compare age of onset and CAG repeat length of SCA6 patients because the expanded

alleles of these individuals are of same lenght.
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SCAG6 gene screening revealed two new unrelated patients. Additionally, two brothers of
a patient were also identified as SCA6 patients. When analyzing CAG repeat length, every
patient showed both normal and mutant alleles of similar length, as expected due to a very
narrow range of CAG repeats in this gene. Therefore, data generated in this study was not
sufficient to evaluate anticipation in these cases, as reported previously [33].

Despite the limited number of samples analyzed, 59 unrelated patients and five relative
patients, our results confirm the hypothesis of those cases of some SCA, not only MJID, occur in
our population. Frequencies of new SCAs cases were low (SCAI — 1.7%, SCA2 — 6.78%, and
SCA6 — 3.39%) when considering only unrelated patients, as expected. However, a slightly
higher frequency of SCA2 was evident. This disease is the most frequent type of dominant ataxia
found in some mixed populations following MJD according to literature. Prevalence established
in our population can be again due to ethnic heterogeneity in our region. In order to confirm this
hypothesis, further studies should be performed, not only with this type of SCA, but also with a
larger population of patients with signs and/or symptoms of ataxia.

We can also observe that range of CAG repeats length found in this studied sample was
very similar to previous reported data [1, 9, 17]. The most common allele found in the SCA2
gene found in this sutdy (22 CAG repeats) confirmed the data previuously described [26].

In summary, data presented here emphasizes the importance of protocols for molecular
analysis of genes associated to SCA. These diseases are frequently found in neurological clinics
in reference centers, such as the hospital where our laboratory is based. Hence, a precise
diagnosis is essential for a proper management of the index case as well as to provide
identification of new cases in the same family, which is quite frequent when considering
autosomal dominant inherited diseases. Moreover, pre-symptomatic diagnosis can also be an
option to be offered to families at risk. Finally, our data corroborate the assumption that other

SCAs, other than SCA3/MIJD, can be detected in our region in a much lower frequency.
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Table 1 — Cases diagnosed as a SCA in this study.

Resultados

SCA1 SCA2 SCA6
Case Number CAG repeats CAG repeats CAG repeats CAG repeats length in CAG repeats CAG repeats length in
length in normal length in length in normal expanded allele length in normal expanded allele
allele expanded allele allele (PCR product) allele (PCR product)
(PCR product) (PCR product) (PCR product) (PCR product)
1 26 (204bp) 47 (265bp)
2 - 32 (156bp)/33 (159pb)
3* 22 (126bp) 38 (174bp)
4% 22 (126bp) 38 (174bp)
5% 22 (126bp) 38 (174bp)
6 22 (126bp) 38 (174bp)
TEE 22 (126bp) 41 (185bp)
8** 22 (126bp) 42 (188bp)
9 12 (137bp) 24 (173bp)
10%** 11 (134bp) 24 (173bp)
I Rl 11 (134bp) 24 (173bp)
[2%%* 11 (134bp) 24 (173bp)

* These patients are from same family.

** These patients are from same family.

*** These patients are from same family.
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Resultados

Table 2 — Relationship between CAG repeats length and age of onset in SCA2 patients

diagnosed by this study.

Case Number

Number of CAG repeats in the

Age of onset

expanded allele (years)
2 32/33 46
3% 38 40
4% 38 35
5* 38 30
6 38 37
TH* 41 27
gH* 42 25

* These patients are from same family.

** These patients are from same family.
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3.3 ARTIGO 3

SCA1, SCA2, AND SCA6 GENES CAG REPEATS DO NOT CORRELATE WITH THE

MJD PHENOTYPE.

Artigo submetido a publica¢do na revista Neurogenetics.
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Abstract

Machado-Joseph disease (MJD), or SCA3, is one spinocerebellar ataxias caused by an
expansion of a CAG repeat. The variability in age of onset and in the complexity of
neurological findings indicates that MJD is modulated by modifier factors. We have recently
observed that the severity of fasciculations of MJD patients were associated with CAG repeat
length of the higher SCA2 allele. To confirm such correlations, we studied SCA1, SCA2 and
SCA6 genes of new MJD patients. The results showed that CAG repeats of ataxia genes

studied here did not influence any clinical variable on MJD phenotype.

Key Words: Machado-Joseph disease, CAG expansions, SCA1 gene, SCA2 gene, SCA6 gene.
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Introduction

Machado-Joseph disease (MJD), or SCA3, is one of several spinocerebellar ataxias
whose genetic etiology — a protein with toxic stretches of polyglutamine — has been discovered
in the past decade. First described in Azorean families, MJD shows a heterogeneous clinical
picture (1, 2, 3, 4). This group of disorders, generally referred to as the SCAs, comprises five or
six disorders caused by an expansion of a CAG trinucleotide repeat (SCA1, SCA2, SCA3,
SCA7, SCA17 and SCA6). The mutation associated with MJD is an expansion of a CAG repeat
in the coding region of the MJD1 gene (5). Normal alleles contain 12-41 CAG repeats, whereas
mutant alleles show 61-86 repeats (6, 7). Since CAG (and CAA) encode the amino acid
glutamine, the result is a protein that has a long stretch of polyglutamine residues. Same type of
mutation also causes Huntington’s disease (HD), spinal and bulbar muscular atrophy (SBMA),
and dentatorubral pallidoluysian atrophy (DRPLA).

Each polyglutamine disease is a dominant disorder characterized by selective neuronal
degeneration, clinical variability within and between families, and anticipation. Since the genes
involved in each disease have little in common except for the presence of the polyglutamine
expansion, it is presumed that polyglutamine toxicity is the root of the pathogenesis of each
disorder. Several evidences pointed to the fact that expanded stretches of polyglutamine appear
to take on an abnormal configuration, which results in the formation of polyglutamine
aggregates. Besides sharing a similar pathogenetic mechanism, SCAs also have in common a
wide clinical, even intrafamilial variability, due to several possible combinations of
neurological signs. This variability turns difficult or impossible to distinguish one SCA from

another on clinical grounds — phenotypes are very similar or even the same. The variability in
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age of onset and in the complexity of neurological findings, indicate that SCAs are modulated
by modifier factors.

We recently hypothesized that CAG tracts of the several SCA associated genes would
interact with each other, probably through their polyglutamine products, thus contributing to
the high clinical heterogeneity observed within each of these closely related disorders (8). In
that report, we tried to verify whether polymorphic CAG repeats in SCA2, SCA6 and DRPLA
loci would influence MJD phenotype — age of onset as well as several neurological
characteristics —thus acting as modifier factors of this disease. For this purpose, we have
previously examined 39 unrelated Brazilian patients with a formerly detected CAG expansion
in the MJDI gene. It was observed that the severity of fasciculations of MJD patients were
associated with CAG repeat length of the long SCA2 allele (Mann-Whitney U test, p < 0.03,
after Bonferroni procedure). All the other clinical measures of MJD patients (age of onset,
anticipation, clinical types and other neurological signs) were not associated with CAG repeat
length of SCA2, SCA6 and DRPLA genes. That positive finding had some clinical reasoning,
since fasciculations are one of the most frequent neurological signs of the SCA2 phenotype.
Even so, these previous results could be reviewed based on sample size (39 patients) or on the
biological significance of CAG variation in the SCA2 alleles (too small). Therefore, these
results must be confirmed by further studies, with new MJD patients of diverse ethnic origins,

and with typing of other (CAG)n loci.
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Methods

Forty four new MJD patients have been tested. After consent, neurological examination
was performed and a blood sample was collected for DNA isolation. Firstly, CAG repeats of
MID1 gene were measured. When an expansion was detected, establishing a molecular
diagnosis of MJD, other CAG tracts were also measured — in this study CAG repeats of SCAI,
SCA2 and SCAG6 genes. We have then added these new observations to the previous sample of
MJD patients, obtaining a total sample of 83 MJD cases observed. Clinical variables under
study were: age of onset, presence and severity of axial ataxia, limb ataxia, pyramidal
syndrome, ophthalmoparesis, nystagmus, eyelid retraction, optic atrophy, dysphagia,
dysarthria, rigidity, dystonia, fasciculations and sensitive losses.

Statistical analyses of data were performed using SPSS for Windows. The effect of
length of CAG repeats at the SCA1, SCA2 and SCAG6 /oci on age of onset was studied by the
Spearman correlation coefficient. Their effect on neurological signs was analyzed by Mann-
Whitney U-test, when the evaluated sign was absent or present, or by Kruskal-Wallis test,
when the evaluated sign showed more than two ordinal categories. All statistical results were

corrected, using Bonferroni procedure based on Finner’s modification.
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Results

Average (sd) age of onset was of 32.5 (10.4) years, as previously published (9). The
mean (sd) disease duration was 8.1 (6.1) years, with a range between 0 and 25 years.

The SCAL1 studied alleles were estimated to have between 18 and 31 CAG repeats. The
SCA2 normal alleles showed between 20 and 31 CAG repeats with the alleles 21 and 22 being
the most frequent. Already the SCA6 alleles presents of 4 at 15 CAG repeats.

The results showed that SCA1, SCA2 and SCA6 gene CAG repeats did not influence
any of these clinical variables studies on the MJD phenotype as age at onset, presence and
severity of axial ataxia, limb ataxia, pyramidal syndrome, ophthalmoparesis, nystagmus, eyelid
retraction, optic atrophy, dysphagia, dysarthria, rigidity, dystonia, fasciculations and sensitive

losses, specially after applying Bonferroni procedure based on Finner's modification.
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Discussion

When we increased the number of MJD patients from 39 to 83, the previous positive
finding disappeared. This means that we undertook a Type I error, assuming that fasciculations
in MJD patients and the CAG length of larger SCA2 allele were associated, when in fact, in a
larger population of MJD patients, they were not. This error was probably due to that fact that,
by chance alone, the first sampling of patients was not representative of MJD patients. A
statistical significance, as we obtained in the first paper, even after such a severe correction like
Bonferroni, not always reflects the reality.

However, the hypothesis that SCA gene products would interact one with others, thus
producing some modulation in phenotypes, still persists. Recently, it was reported that SCAS
large CTA/CTG repeats are more common in ataxic patients, especially those with SCA6 (10).
We understood that the question these authors addressed had some similarity with ours. Their
sample size was quite large: 298 SCA6 patients, from a total sample of 1,388 SCA patients. In
fact, only 12 (3.9%) SCAG6 patients carried SCAS large alleles. Even with this large sample of
patients, the association found was probably weak.

The speculation that one SCA gene product could modulate another sounds rational.
However, if our results reflect the truth, this hypothesis should be rejected. The alternative
explanation would be that the epidemiological methodology of searching pathogenic
associations occuring in the protein level of cellular biology, through CAG measurements and
distant (in the causal link of events) clinical variables, is not able to detect such events. Gene

expression studies will probably reveal the real nature of such interactions, if they exist.
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3.4 ARTIGO 4

DETECTION OF SCA7 ASSOCIATED DYNAMIC MUTATION AND

IDENTIFICATION OF PATIENTS IN SOUTH BRAZIL.

Artigo a ser submetido a publicacdo na revista Journal of Neurology.
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To the editor:

Autosomal dominant spinocerebellar ataxias (SCAs) are a complex group of
neurodegenerative diseases that affect the cerebellum and main connections. Onset of SCAs is
in general in the adult life and shows great clinical heterogeneity (1). In successive generations,
symptoms can initiate earlier with a more severe progression, phenomenon called anticipation
(2). This study draws attention to spinocerebellar ataxia type 7 (SCA7), characterized clinically
by cerebellar ataxia associated with progressive macular dystrophy (3). SCA7 is caused by a
CAG expansion in chromosome 3, region p12-p12.1, and number of repeats varies from 4 to 35
in normal alleles and from 36 to 306 in mutant alleles (3, 4).

The SCA7 mutations have been found in families of the Europe, Africa, United States,
Brazil, Israel and South Korea (5). The frequency of the SCA7 expansion in South Africa
represents one of the highest frequencies for this expansion reported in any country, and the
SCA7 mutations have only been found in families of Black ethnic origin (6).

The aims of this work were to detect dynamic mutation associated to SCA7 (CAG
expansion) and to identify new SCA7 families in South Brazil.

We have studied 57 unrelated individuals and three relatives (60 individuals in total)
who were referred to the Medical Genetics Service of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA), Rio Grande do Sul, Brazil.

PCR assay for detecting repeats in SCA7 gene was performed using primers SCA7-F
(5’-GAGCGGAAAGAATGTCGGAG-3’) and SCA7-R (5’-TTCAGGACTGGGCAGAGG-
3”). PCR products were analyzed by electrophoresis on a 2% (w/v) agarose gel, visualized by
ethidium bromide staining, and on a 12.5% (w/v) polyacrylamide gel (29:1 acrylamide:bis-

acrylamide), followed by silver staining protocol as previously described (7).
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The protocol was able to identify both normal and expanded alleles in the SCA7 gene.
The establishment of this protocol was essential for a better diagnosis of families at risk.

A non-radioactive technique was thought to be developed and minimize risks of
exposure to nasty chemicals as well as reduce contamination and radioactive spills. Protocol
was based on non-isotopic techniques and proved to be effective and reproducible for detecting
formerly diagnosed samples, which were employed as positive controls.

We have now detected five new cases of SCA7 patients out of 60 individuals analyzed.
Considering only unrelated individuals, this study was able to identify two new SCA7 patients
out of 57 individuals, giving a frequency of 3.51% (2/57). In addition, three relative of SCA7
patients were also confirmed as new patients. All SCA7 cases detected are of Black ethnic
origin. This ethnic association confirms the data from South Africa, where the frequency of
expanded SCA7 genes represents one of the highest frequencies for this expansion reported in
any country (6).

Our results confirm the importance of searching for other SCA expanded /oci, other
than MJD1, especially in patients of Black origin. Although the frequency of SCA7 is not high,
when compared to other SCAs, a proper and accurate diagnosis as well as genetic counselling
is extremely relevant for families at risk and for establishing frequency of mutant alleles in

SCA7 gene worldwide.
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4. Consideracodes Finais

4.1 Os diagnosticos moleculares

Devido ao alto numero de casos com sinais clinicos e/ou sintomas de algum tipo de
ataxia espinocerebelar, o estabelecimento de protocolos moleculares para detec¢ao de alelos
normais e alelos mutantes nos genes responsaveis por estas doencas foi essencial para um
diagnoéstico mais preciso de casos de ataxia. Protocolos radioativos tém sido utilizados por
outros grupos de pesquisa visando tal objetivo. Resolvemios desenvolver uma técnica nao-
radioativa, minimizando os riscos de exposi¢do a compostos quimicos perigosos ¢ evitando
contaminagao.

Os pacientes estudados foram previamente testados para a mutacdo no gene MJDI,
responsavel por MJD/SCA3, apresentando resultado negativo. Portanto, pesquisas para as
demais SCAs foram essenciais no sentido de se definir o diagnostico dos casos de ataxia que
nao apresentam MJD.

Neste estudo, nés estabelecemos protocolos eficientes para verificar alelos normais e
expandidos nos loci associados a SCA1, SCA2, SCA6 e SCAT. Os protocolos foram baseados
em técnicas nao radioativas, com resultados efetivos e reprodutiveis.

Um tnico caso de SCA1 foi observado em nossa populagdo, indicando uma baixa
incidéncia deste tipo de SCA em nossa regido.

A analise do gene da SCA2 revelou trés pacientes de familias diferentes com alelos
mutantes, ou seja, positivos para esta doenga. Um irmao de um destes pacientes e dois filhos
de um segundo paciente também revelaram serem portadores de alelos expandidos no gene de
SCA2. Além destes casos positivos, um outro paciente apresentou alelos intermediarios com
32 e 33 repeti¢des CAG sendo considerado positivo, pois 33 repetigdes podem ser suficientes
para causar SCA2 (Fernandez et al, 2000). Além disto, varios casos sintomaticos com alelos
mutantes apresentando 34 ou 35 repetigdes, ou ainda 32 CAGs, ja foram descritos
(Malandrini et al, 1998; Santos et al, 1999).

O numero de casos de SCA2 positivos detectados, sete casos no total, apesar de ser
limitado, proporcionou uma comparagdo entre a idade de inicio da doenca e o tamanho da

repeticdo CAG expandida de cada paciente. Como esperado, uma correlagcdo inversa foi
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observada entre estes dois pardmetros, confirmando o fendmeno de antecipacdo descrito na
literatura para SCA2 (Pulst ef al, 1993; Pulst et al, 1996; Durr et al, 1995). O paciente
positivo para SCA2 com expansdo de tamanho menor (33 CAGs), apresentou a idade de
inicio mais elevada dos casos desse estudo (46 anos), enquanto que no caso positivo com
maior expansao (42 CAGs), os sintomas comecaram a se manifestar aos 25 anos.

Os resultados para SCA6 revelaram dois pacientes positivos de familias diferentes,
além de dois irmaos dos casos indices. Os pacientes afetados apresentaram os tamanhos dos
alelos normais e mutados muito similares, como esperado, pois as faixas de repeticdes sdao
estreitas. Portanto, nossos dados nao foram suficientes para fazer uma avaliagdo da
antecipacdo nestes casos.

Dois pacientes isolados, além de trés familiares, foram diagnosticados com a SCA7.
As duas familias sdo de origem étnica negra, como vem sendo descrito na literatura (Bryer et
al, 2003).

Apesar do niimero de pacientes testados ser limitado, nossos resultados confirmam a
hipdtese de que casos de outras SCAs, ndo apenas MJD, ocorrem na nossa populagdo. As
freqliéncias para essas doencas foram: SCA1 (1,7%), SCA2 (6,78%), SCA6 (3,39%) e SCA7
(3,51%). Como pode ser observado, SCA2 teve uma freqiliéncia levemente superior as demais.
Esta ataxia ¢ a mais freqliente em algumas populagdes mistas, depois de MJD. A prevaléncia
estabelecida em nossa populagdo pode ser consequéncia da heterogeneidade étnica observada
em nossa regiao.

As faixas de tamanho dos alelos normais para as ataxias aqui estudadas sdo similares
as descritas na literatura. Inclusive, o alelo normal com 22 CAGs no gene para SCA2 foi o
mais comum, também de acordo com outros estudos (Pulst ez al, 1996).

Os dados obtidos neste trabalho enfatizam a importancia dos protocolos moleculares
para andlise dos genes associados as ataxias. Estas doencas sdo freqiientemente encontradas
nas clinicas neuroldgicas de importantes centros de referéncia, como o Hospital de Clinicas
de Porto Alegre. Portanto, um diagndstico preciso ¢ essencial para a identificacdo de novos

casos de ataxia, além de oferecer diagnostico pré-sintomatico as familias em risco.

4.2 Fatores genéticos modificadores para MJD/SCA3

Foram estudados 44 novos casos da doenca de Machado-Joseph quanto ao tamanho

das repeticdes CAG nos genes de SCA1, SCA2 e SCAG6, sendo associados aos 39 pacientes
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previamente estudados, obtendo-se um total de 83 MJD positivos. Foram correlacinadas as
repeti¢cdes encontradas nos genes SCA1, SCA2 e SCA6 com diferentes varidveis clinicas. Os
resultados mostraram que os segmentos CAG nos genes estudados ndo influenciam qualquer
variavel clinica estudada.

Resultados prévios, avaliando-se 39 pacientes, demonstraram uma correlagao positiva
entre as fasciculagcdes em pacientes MJD e os alelos normais de maior tamanho encontrados
no gene de SCA2. Entretanto, a correlacdo desapareceu com um aumento amostral de 39 para
83. Observamos um erro do tipo I, j& que se observou em um primeiro momento uma
correlacdo inexistente. Portanto, a primeira amostra de 39 pacientes nido era realmente
representativa dos pacientes MJD.

Contudo, a hipotese de que os produtos dos genes das ataxias interagem entre si,
produzindo alguma modula¢do no fenotipo, ainda persiste. No entanto, se nossos resultados
refletirem a verdade, esta hipotese deve ser rejeitada. Outros estudos envolvendo as proteinas
produzidas pelos genes das SCAs, além da expressdo génica, podem revelar, caso existam, as
interagdes entre os produtos de tais genes e, se de fato, tais relacdes podem modular a
expressdo fenotipica e o quadro clinico observado em pacientes com algum tipo de ataxia

espinocerebelar dominante.
4.3 As freqiiéncias das SCAS no sul do Brasil

As andlises moleculares permitiram o diagnostico de pacientes brasileiros positivos
para todas as SCAs 1, 2, 3, 6, 7 ¢ 10, sendo que MJD permanece como a SCA mais freqliente
entre os pacientes do sul do Brasil. Isso se explica por um efeito fundador (imigragdo agoriana
no séc. XVIII). Poucas familias ficaram sem diagnostico: 6 % versus 20 a 50% da literatura.

O grupo de pacientes com SCA7 tinha origem afro-brasileira. Na Africa do Sul, a
frequencia de SCA7 ¢ uma das mais altas no mundo, sendo que as mutagdes para SCA7 foram
apenas encontradas em familias de origem étnica negra (Bryer et al, 2003). Embora nunca
relatada em familias de origem europé€ia ou asiatica, SCA10 estava presente neste grupo
estudado.

Algumas correlagdes clinicas foram observadas; associacdo de SCA7 com uma maior
antecipagdo, achados piramidais e atrofia Optica, a associacdo de SCA6 com ataxia mais

severa de membros.

4.4 Perspectivas
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As ataxias espinocerebelares autossomicas dominantes tem sido objeto de
importantes estudos recentemente, visando a melhor compreensao da fisiopatologia, dos
aspectos clinicos e epidemioldgicos das mesmas. Com o avango das pesquisas, muito foi
descoberto sobre as SCAs, com um aumento substancial no numero de /oci envolvidos nas
diferentes ataxias. No entanto, muitos estudos devem ser realizados para o alcance de
tratamentos mais eficazes para os pacientes acometidos por estas patologias, buscando-se uma
melhor qualidade de vida e, se possivel, a cura para estas doengas.

Este trabalho trouxe uma importante contribuicdo por estabelecer diagndsticos
precisos, além de proporcionar testes pré-sintomaticos para os membros das familias dos
pacientes. Entretanto, novos estudos como este devem ser realizados para que outras ataxias
tenham também um protocolo estabelecido, atendendo aos pacientes com sintomas de algum
tipo de ataxia e nao tém um diagnostico exato. Atualmente, ndo se sabe o tipo de ataxia que
acomete algumas familias doentes, portanto, outros testes para diferentes tipos de SCAs
deverao ser estabelecidos no futuro para que se possa diagnosticar um maior namero de tipos
de ataxia no Brasil.

Acreditamos que num futuro proximo, através dos novos conhecimentos gerados pelas
pesquisas, nés tenhamos mais perspectivas em termos de diagnosticos para as diferentes
ataxias, além de tratamentos mais eficazes, j& que hd uma maior identificacdo de casos
positivos para estas doencas, além de descobertas de novos loci envolvidos com quadros
clinicos de ataxia.

Portanto, sugerimos estudos na busca de novos /oci envolvidos com as ataxias, além
do estabelecimento de protocolos para as ataxias ja descritas e ndo estudadas aqui. Pesquisas
que possam gerar a total compreensdo dos mecanismos fisiopatologicos das diversas SCAs
buscando tratamentos mais eficazes sdo fundamentais. H4 a necessidade ainda de mais

pesquisas epidemioldgicas e clinicas na populacdo brasileira.
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6. Anexos

Anexo I - Seqiiéncia parcial do gene da SCA1 (locus 6p22-p23). (5> — 3°)

REP 2
CCATCCCAGC GCTCCCAGCT GGAGGCCTAT TCCACTCTGC TGGCCAACAT GGGCAGTCTG

AGCCAGACGC CGGGACACAA GGCTGAGCAG CAGCAGCAGC AGCAGCAGCA GCAGCAGCAG

CAGCATCAGC ATCAGCAGCA GCAGCAGCAG CAGCAGCAGC AGCAGCAGCA GCAGCAGCAC

CTCAGCAGGG CTCCGGGGCT CATCACCCCG GGTCCCCCCC ACCAGCCCAG CAGAACCAGT
REP 1
ACGTCCATCAT TTCCAGTTCT CCGCAGAACA CCGGCCGCAC CGCCTCTCCT CCGGCCATCC

CCGTCCACCT CCACCCCCAC CAGACGATGA TCCCACACAC GCTCACCCTG GGGCccceCT

As regides de anelamento dos primers Repl e Rep2 para amplificagdo génica do exon que
inclui as repeticoes CAGs encontram-se em negrito e sublinhadas. A repeticdo CAG (30
repeti¢des, alelo normal) estd em negrito. Dentro da seqiiéncia repetitiva, neste caso, temos o
trinucleotideo CAT intercalado duas vezes.
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Anexo II - Seqiiéncia parcial do gene da SCA2 (locus 12q23-24.1). (8’ — 3’)

SCA2-A

TGGCGCGCCC GGCTCCCGGC TGTCCCCGCC CGGCGTGCGA GCCGGTGTAT GGGCCCCTCA
CCATGTCGCT GAAGCCCCAG CAGCAGCAGC AGCAGCAGCA GCAGCAGCAG CAGCAGCAAC
AGCAGCAGCA GCAGCAGCAG CAGCCGCCGC CCGCGGCTGLC CAATGTCCGC AAGCCCGGCG

SCA2-B

As regides de anelamento dos primers SCA2-A e SCA2-B para amplificacdo génica do exon
que inclui as repeticdes CAGs encontram-se em negrito e sublinhadas. A repetigdo CAG (22
repeti¢des, alelo normal) estd em negrito. Dentro da seqiiéncia repetitiva, neste caso, temos o
trinucleotideo CAA intercalado uma vez.
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Anexo III - Seqiiéncia parcial do gene da SCA6 (locus 19p13). (8> — 3°)

S-5-F1
CCAGACCCCC TCCACCCCCC GGCCACACGT GTCCTATTCC CCTGTGATCC GTAAGGCCGG
CGGCTCGGGG CCCCCGCAGC AGCAGCAGCA GCAGCAGCAG CAGCAGCAGG CGaETGAGCCAG

GCCGGGCCGG GCGGCCACCA GCGGCCCTCG GAGGTACCCA GGCCCCACGG CCGAGCCTCT
S-5-R1

As regides de anelamento dos primers S-5-F1 e S-5-R1 para amplificacdo génica do exon que
inclui as repeticdes CAGs encontram-se em negrito e sublinhadas. A repeticdo CAG (11
repeti¢des, alelo normal) esta em negrito.
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Anexo IV - Seqiiéncia parcial do gene da SCA7 (locus 3p12-p12.1). (8> — 3°)

SCA7-F
GTAGGAGCGG AAAGAATGTC GGAGCGGGCC GCGGATGACG TCAGGGGGGA GCCGCGCCGC

GCGGCGGCGG CGGCGGGCAGG AGCAGCGGCC GCCCGGCAGC AGCAGCAGCA GCAGCAGCAG
CAGCAGCAGC AGCAGCCGCC GCCTCCGCAG CCCCAGCGGC AGCAGCACCC GCCAcCcaeea
CCACGGCGCA CACGGCCGGA GGACGGCGGA CCCGGCGLCAG CCTCCACCTC GGCCGCCGCA

ATGGCGACGG TCGGGGAGCG CAGGCCTCTG CCCAGTCCTG AAGTGATGCT GGGACAGTCG
SCA7-R

As regides de anelamento dos primers SCA7-F e SCA7-R para amplificacdo génica do exon
que inclui as repetigdes CAGs encontram-se em negrito e sublinhadas. A repeticdo CAG (13
repeti¢des, alelo normal) esta em negrito.
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Anexo V - Detecciio de alelos normais e expandidos na SCAL.

Amplificagdo por PCR da regido de interese do gene SCA1 analisada em gel de agarose 2%
(p/v). Coluna 1: controle negativo; coluna 2: marcador de 100pb; coluna 3: amostra de DNA
de um paciente apresentando um alelo expandido (paciente SCA1 positivo); colunas 4 e 5:
amostras de DNA de pacientes com alelos apresentando repetigdes CAG dentro da faixa
normal.
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Anexo VI - Deteccio de alelos normais e expandidos na SCA2.

Amplificagdo por PCR da regido de interese do gene SCA2 analisada em gel de agarose 2%
(p/v). Coluna 1: controle negativo; coluna 2: marcador de 100pb; coluna 3: amostra de DNA
de um paciente apresentando um alelo expandido (paciente SCA2 positivo); colunas 4, 5, e 6:
amostras de DNA de pacientes com alelos apresentando repetigdes CAG dentro da faixa
normal.
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Anexo VII - Deteccao de alelos normais e expandidos na SCAG6.

12 3 45 6 7 8

Amplificagdo por PCR da regido de interese do gene SCAG6 analisada em gel de agarose 2%
(p/v). Coluna 1: controle negativo; coluna 2: marcador de 100pb; coluna 3: amostra de DNA
de um paciente apresentando um alelo expandido (paciente SCA6 positivo); colunas 4, 5, 6, 7,
e 8: amostras de DNA de pacientes com alelos apresentando repeticoes CAG dentro da faixa
normal.
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Anexo VIII — Determinacio do tamanho dos alelos em casos SCA2 e SCAG6.

Alelo Expandido

<«—— 150pb

Alelo Normal
<+—— 120 pb

s

Determinagdo do tamanho dos alelos em casos de SCA2 e SCA6 analizados em gel de
poliacrilamida 12.5% (p/v). Coluna 1: paciente SCA2 apresentando um fragmento de 126pb
(22 repeticoes CAG — alelo normal) e um fragmento de 174pb (38 repeticoes CAG — alelo
expandido); coluna 2: individuo apresentando um fragmento de 126pb (22 repeticdes CAG —
dois alelos normais); coluna 3: paciente SCA2 apresentando um fragmento de 126pb (22
repeticdes CAG — alelo normal) e um fragmento de 188pb (42 repetigdes CAG — alelo
expandido); coluna 4: marcador de 10pb; coluna 5: paciente SCA6 apresentando um
fragmento de 134pb (11 repeticoes CAG — alelo normal) e um fragmento de 173pb (24
repeticdes CAG — alelo expandido); coluna 6: paciente SCA6 apresentando um fragmento de
137pb (12 repeticdoes CAG — alelo normal) e um fragmento de 173pb (24 repeticdes CAG —
alelo expandido).

95



