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Resumo

A doenca de Machado-Joseph ou ataxia espinocerebelar do tipo 3
(MJD/SCA3) é uma doenca neurodegenerativa de heranca autossémica
dominante, causada por expansfes de repeticdes nucleotidicas CAG no gene
ATXN3. A MJID/SCAS3 é responsavel por 69% dos casos de SCAs no Brasil e 84%
no estado do Rio Grande do Sul (RS). Estudos prévios indicaram a presenca de
dois eventos mutacionais responsaveis pela origem ancestral do alelo mutante,
um ligado ao haplotipo ACA e outro ao haplotipo GGC. O objetivo deste estudo foi
compreender a presenca e origem da MJD/SCA3 no Brasil, especialmente no
estado do RS, onde h& um alto nimero de pacientes diagnosticados. As analises
foram realizadas em 262 individuos com diagnostico molecular [220 do RS e 42
de outros estados do Brasil (1-MG, 9-PA, 1-PB, 13-RJ, 1-RN e 17-SP)] e em 50
individuos normais. Foram incluidos no trabalho a analise de 3 SNP intragénicos:
(G669A, G987C e A1118C) e 4 STR extragénicos [(TAT)n, (CA)n, (AC)re (GT),). A
linhagem mais frequente nos alelos expandidos dos pacientes foi ACA (92% de
todos os casos e 97% dos casos do RS), mas as linhagens GGC e AGA também
foram encontradas. Nos controles, a linhagem GGC foi encontrada em 80% dos
alelos normais, diferenciando-os dos alelos expandidos (p<0,05, teste x2?). A
analise dos STR mostrou que 85% dos pacientes da linhagem ACA compartilham
um mesmo haplétipo (11-21-14-15), cujos pacientes eram provenientes dos
estados do PA, PB, RJ, RS e SP. A linhagem GGC teve 54% dos pacientes
compartilhando um haplétipo comum no grupo (16-22-18-19), provenientes dos
estados de MG, PA, RJ e SP. A presenca da MJD/SCA3 no Brasil é associada
historicamente com a colonizagdo portuguesa, principalmente com a colonizacao
acoriana. A andlise realizada nesse trabalho, com o uso dos marcadores
moleculares, confirma a presenca do mesmo haplétipo encontrado em pacientes
portugueses, reforcando a ligacédo da presenca da MJD/SCA3 com a colonizacao
portuguesa. A alta frequéncia de um unico haplétipo no RS confirma a hipotese de

um efeito fundador no estado.

Palavras Chaves: MJD, SCA3, origem ancestral, efeito fundador, Brasil.



Abstract

The Machado-Joseph disease or spinocerebellar ataxia type 3 (MJD/SCA3) is a
neurodegenerative disorder with autosomal dominant inheritance, caused by CAG
repeats expansions in the ATXN3 gene. MID/SCAS is responsible for 69% of
cases of SCAs in Brazil and 84% of cases from Rio Grande do Sul (RS) state.
Previous studies indicated that two mutational events are responsible for ancestral
origin of the mutant allele, one linked to ACA haplotype and other to GGC
haplotype. The aim of this study was to understand the presence and origin of
MJD/SCA3 in Brazil, especially in the state of Rio Grande do Sul. Analyses were
performed in 262 patients with molecular diagnosis [220 from RS and 42 from
other states in Brazil (1-MG, 9-PA, 1-PB, RJ-13, 1-RN, and 17-SP)] and 50 normal
individuals. The study included the analysis of three intragenic SNPs (G669A,
G987C and Al1118C) and four STR outside the gene [(TAT)n, (CA)n (CA)n and
(GT)n]. The most common lineage in patients’ mutant alleles was ACA (92% of all
cases and 97% of RS cases), but lineages GGC and AGA were also found. In
controls, the GGC lineage was found in 80% of normal alleles, being different from
expanded alleles (p <0.05, X2 test). STR analysis showed that 85% of patients
from ACA lineage share the same haplotype (11-21-14-15), and those patients
were from the following states: PA, PB, RJ, RS and SP. GGC lineage had 54% of
patients sharing a comun haplotype (16-22-18-19) and patients were from MG,
PA, RJ and SP states. The presence of MJD/SCA3 in Brazil is historically
associated to the Portuguese colonization, especially from Azorean background.
The analysis performed in this work using molecular markers confirms the
presence of the same haplotype found in Portuguese patients, confirming the link
to the Portuguese colonization. The high frequency of a single haplotype in RS

confirms the hypothesis of a founder effect in the state.

Key words: MJD, SCA3 ancestral origin, founder effect, Brazil.
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l.Introducéo

1.1. Ataxias Espinocerebelares

As ataxias espinocerebelares (“Spinocerebellar Ataxia” — SCA) formam um
grupo heterogéneo de doencas neurodegenerativas hereditarias de inicio tardio,
caracterizadas por uma lenta e progressiva disfungcéo cerebelar, resultando em
uma marcha instavel (ataxia), perda da coordenacdo dos movimentos dos
membros superiores e problemas na fala (disartria). As SCAs também sao
frequentemente associadas com outros sinais neuroldgicos, tais como sinais
piramidais ou extrapiramidais, oftalmoplegia e comprometimento cognitivo.

Os sintomas citados acima se fazem presentes no grupo como um todo,
sendo que cada uma delas pode apresentar algum sintoma especifico néo
encontrado em outras. Um exemplo é a perda visual com retinopatia encontrada
em pacientes com SCA7. Pelo fato de serem doencgas progressivas, 0s sintomas
que as diferenciariam podem aparecer alguns anos apds surgirem oS primeiros
sintomas, tornando muitas vezes dificil o diagndstico baseado apenas na historia
clinica. A analise molecular dos genes associados as SCAs possibilitou a
confirmacédo das suspeitas clinicas e a correto diagnéstico dos pacientes.

Atualmente, mais de trinta loci distintos associados as formas mendelianas
de SCAs sdo conhecidos (Tabela 1). Todas elas apresentam modo de heranca
dominante e podem ser subdivididos em trés grupos dependendo o tipo de
mutacdo: 1) As ataxias de poliglutaminas, as quais sdo causadas por uma
expansdo de CAG nos éxons dos genes correspondentes; 2) ataxias de
repeticbes em regibes nao codificantes, e 3) ataxias causadas por mutacdes
convencionais, como dele¢do, mutacéo de ponto sem sentido, mutacao de ponto
de sentido trocado e mutagcéo em sitios de splicing (Soong & Paulson, 2007).

A prevaléncia internacional estimada para as SCAs varia de 0,3 a 3 para
cada 100.000 individuos (van de Warrenburg et al, 2002). As SCA mais comuns

sdo as causadas por expansbes CAG em éxons, sendo que



Tabela 1 — Genética molelucar das ataxias espinocerebelares (adaptado de Bird, 2012).

Gene ou lécus

Doenca a Mutacéo Referéncia
cromossOmico
SCAl ATXN1 Repeticbes CAG Subr amony &
Ashizawa
SCA2 ATXN2 Repeticdes CAG Pulst 2010
SCA3 ATXN3 Repeticbes CAG Paulson, 2011
SCA4 16g22.1 Edener et al, 2011.
SCA5 SPTBN2 Mutacdo sem sentido, e delecéo Ikeda et al, 2006
SCAG6 CACNA1A Repeticbes CAG Gomez, 2008
SCA7 ATXN7 Repeticbes CAG Garden, 2012
SCA8 ATXN8/ATXNS8O0S Repeticdes CAG-CTG Ikeda et al, 2007
SCA9t -
SCA10 ATXN10 Repetices ATTCT Matsuura &
petic Ashizawa, 2012

SCAl1ll TTBK2 Mudanga no quadro de leitura Houlden, 2008
SCA12 PPP2R2B Repeticbes CAG Margolis et al, 2011
SCA13 KCNC3 Mutacg&o de néo repeticéo Pulst, 2012
SCAl1l4 PRKCG Mutacdo de nao repeticdo Chen et al, 2010
SCA152 ITPRL Mutacdo sem sentido, delecdoda g0 011

regiao 5’ do gene
SCAl1l62 ITPR1 Gardner, 2008
SCA17 TBP Repeticdes CAG-CAA ggi/gsmma etal,
SCA18 IFRD1 Mutacdo de nao repeticédo Brkanac et al, 2009
SCA19% KCND3 Mutacéo de néo repeticdo Duarri et al, 2012
SCA20 11912.2-11912.3 Duplicacdo de 260kb Storey, 2012
SCA21 SCA21 Vuillaume et al, 2002
SCA22: 1p21-g21 Chung et al, 2003.
SCA23 PDYN Mutagbes de nédo repeticao Bakalkin et al, 2010
SCA25 2p Stevanin et al, 2005
SCA26  19g13.3 Yu et al, 2005

Mutacdo sem sentido, mudanga no  Van Swieten et al,
SCA27 FGF14 quadro de leitura 2003
SCA28 AFG3L2 Mutagdo sem sentido Mariotti et al, 2008
SCA29 3p26 Dudding et al, 2004
SCA30 40g34.3-g35.1 Storey et al, 2009
SCA31 BEAN1 Repeticdes TGGAA Sato et al, 2009
SCA35 TGM6 Mutacgédo de sentido trocado Wang et al, 2010
SCA36 NOP56 Repeticdes GGCCTG ggf‘l"‘y""s“' etal,
DRPLA ATN1 Repeticbes CAG Tsuiji, 2010

1SCAQ9 foi reservado, no entanto ndo existe nenhum dado clinico ou molecular da doenga. 2SCA16
e SCA15 sdo as mesmas. 3SCA19 e SCA22 séao provaveis formas alélicas no mesmo lécus.



as SCA1l, SCA2 e SCAS3 correspondem de 40% a 80% de todas as SCAs,
dependendo da populacdo. Apesar disso, em torno de 45% dos pacientes com
quadro clinico de ataxia espinocerebelar ainda permanecem sem diagndstico
(Durr, 2010; Marelli et al, 2011).

1.2. Doenga de Machado-Joseph ou Ataxia Espinocerebelar tipo 3
(MID/SCA3)

A doenca de Machado-Joseph (Machado-Joseph Disease — MJD), também
conhecida como Ataxia Espinocerebelar tipo 3 (SCA3), foi primeiramente descrita
em descendentes de familias de origem acoriana que moravam nos Estados
Unidos: a familia Machado (Nakano et al, 1972), proveniente da ilha de Sé&o
Miguel, e a familia Joseph, proveniente da ilha de Flores (Rosenberg et al, 1976).
Quando foram realizados os estudos para identificar 0 gene causador da doenca
foi descoberto que o gene causador de MJD estava localizado no cromossomo
14, sendo que essa regido estava associada a SCA3, que até entdo seria uma
ataxia ndo relacionada com MJD. ApGs identificarem a causa especifica das duas
doencas, ficou comprovado que a mesma mutacao causava MJD e SCAS, sendo

assim definidas como a mesma doenca.

1.2.1. Aspectos Clinicos

A MJID/SCA3 é uma doenca de inicio tardio, sendo que o0s pacientes
tendem a comecar a apresentar sintomas perto dos 40 anos (Sequeiros e
Coutinho, 1993). No entanto, a populacdo brasileira mostrou ter um inicio mais
precoce, sendo a idade de inicio média entre 32 e 34 anos (Lopes-Cendes et al,
1997; Jardim et al, 2001a). Entretanto, casos em pacientes com inicio aos 4 anos
de idade ja foram documentados (Carvalho et al, 2008). Apds apresentarem 0s
primeiros sintomas os pacientes com MJD/SCA3 tem um tempo médio de
sobrevida de 21 anos (Kieling et al, 2007).

Por pertencer ao grupo das SCAs, a MJD/SCA3 sintomas semelhantes as

demais doencas pertencente a esse grupo. Os sintomas comegam com



instabilidade ao virar, seguido por desequilibrio de marcha. Em poucos anos, este
progride para um andar de base alargada acompanhada por incoordenacgao sutil
dos membros superiores e a fala intercortada e mal articulada (disartria).
Eventualmente, ataxia da marcha torna-se tdo severa que o paciente precisa usar
muletas, culminando com o uso de cadeira de rodas. Muitos pacientes também
desenvolvem disturbios oculomotores (nistagmo), espasticidade dos membros
inferiores e em alguns casos sinais parkinsonianos. Esses sinais neurolégicos nao
refletem um envolvimento cerebelar, mas sim correspondem a alteracfes
neuropatolégicas que ocorrem nos ganglios da base, tronco cerebral, medula
espinhal e no sistema nervoso periférico, 0s quais também podem estar afetados
(Paulson, 2007).

A ataxia de marcha € o primeiro sintoma a ser descrito na grande maioria
dos pacientes. Uma divisao clinica foi proposta a partir dos cursos clinicos que os
pacientes apresentavam (Costa & Paulson, 2012):

e Tipo 1 ("tipo Joseph") — sendo caracterizado por inicio precoce (média
de 24,3 anos) e rapida progressdo dos sintomas, que, juntamente com
ataxia cerebelar e oftalmoplegia externa progressiva (EPO), incluem
achados de sinais piramidais e extrapiramidais (como distonia);

e Tipo 2 ("tipo Thomas") — apresenta um inicio intermediario (média de
40,5 anos), ataxia cerebelar e EPO, com ou sem sinais piramidais.
Quando presente, 0s sinais extrapiramidais e periféricos sao ténues;

e Tipo 3 (“tipo Machado”) — tem um inicio tardio (média de 46,8 anos) e é
caracterizado por ataxia cerebelar e EPO, associado com alteracdes
periféricas, com ou sem leves sinais piramidais e extrapiramidais;

e Tipo 4 — apresenta simultaneamente caracteristicas de parkinsionismo,
com moderados déficits cerebelares;

e Tipo 5 — foi proposto para raros casos de MJD que apresentem

paraplegia espastica pura.

Escalas foram criadas para possibilitar uma melhor avaliagdo neurolégica e
assim conseguir uma medida para a gravidade das SCAs. As mais utilizadas sao

a ICARS (International Cooperative Ataxia Rating Scale) e a SARA (Scale for the



Assessment and Rating of Ataxia) (Schmitz-Hubsch et al, 2006; Trouillas et al,
1997). Ambas as escalas visam especificamente a gravidade da ataxia em
relacdo aos componentes axial, membros, ocular e da fala. A escala NESSCA
(Neurological Examination Score for Spinocerebellar Ataxia) foi desenvolvida para
uma avaliagdo mais abrangente avaliando 18 itens sendo que 13 deles
corresponderiam a um exame neurologico padrdo, analisando achados
piramidais, ataxia, ataxia de limbo, nistagmo, retracdo palpebral, oftalmoparesia,
disartria, fasciculacdo, movimentos distonicos, blefarospasmo, rigidez
extrapiramidal, bradicinesia, amiotrofia distal e atrofia Optica e cinco itens
dependem das informacdes relatadas pelos pacientes mas que representam
sintomas comuns apresentados por estes e que trazem desconforto para eles,
que sao a disfagia, perda sensorial, caimbras, vertigem e disfuncdo do esfincter
(Kielling et al, 2008).

Um estudo prospectivo de 10 anos de duracao utilizando a escala NESSCA
demonstrou que o0s pacientes apresentam uma piora 1,26 pontos por ano (em
uma escala que vai de 0 a 40) e que cada CAG adicional na repeticdo expandida
corresponde a uma piora de 0,15 pontos naquela taxa (Jardim et al, 2010),
mostrando ser uma doenca de avanco clinico lento e progressivo.

N&o existe nenhum tratamento especifico para as SCA. Porém, sintomas
como distdnia, caimbras musculares e espasticidade podem ser minimizados com
medicamentos e acompanhamento de fisioterapia e fonoaudiologia também sédo

recomendados (Manto & Marmolino, 2009).

1.2.2. Aspectos Moleculares

A mutacao causadora de SCAS3 foi descrita em 1994 (Kawaguchi et al, 1994),
sendo identificada como uma expansdo de CAG no éxon 10 do gene ATXNS3, o
qual esta localizado no locus 14q32.1.

O gene apresenta 48.070 pares de bases (pb) e esta dividido em 13 éxons
(Figura 1), dois éxons (6a e 9a) foram recentemente adicionados (Bettencourt et
al, 2010).



Exons 1 23 45 6 6a 7 8 9 9a 10 11

CAG A2 A3

(cAG), A a4 85

Figura 1. Esquema do gene ATXN3 com a Iocalizat;éb- das repeticbes CAG
(Bettencourt & Lima, 2011).

As repeticbes CAG séao polimorficas, podendo variar em individuos normais
de 12 a 44 repeticdes. Alelos com 45 a 51 repeticbes CAG séo considerados
alelos com penetrancia reduzida, sendo que os portadores destes alelos podem
vir a manifestar a doengca em algum momento da vida. E os alelos expandidos
patologicamente sdo aqueles com 52 ou mais repeticbes CAG, cujos individuos
irdo manifestar a doenca em algum momento de suas vidas (Paulson, 2011).

O gene ATXNS codifica a proteina ataxina-3, a qual é composta por 339
aminoacidos mais o numero variavel de glutaminas. A forma selvagem da
proteina apresenta fungdes de uma enzima de deubiquitinagdo (DUB) que atuaria
na via ubiquitina proteosomo. Também foi proposto o seu envolvimento na
regulacdo da transcricdo de proteinas (Ries et al, 2008). O gene ATXN3 mutante
nao apresenta alteracdo na sua transcricdo ou tradug¢do, mas a presenca anormal
de poliglutaminas na proteina ataxina-3 altera a localizacdo da mesma. A ataxina-
3 € normalmente uma proteina predominantemente citoplasmatica em neurénios
(Pozzi et al, 2008). Entretanto, no caso da presenca de um maior niumero de
glutaminas na proteina, a mesma € encontrada concentrada no nucleo dos
neurénios na forma de inclusbes neuronais. Essas inclusdes neuronais, que
também sdo encontrados em outras doencas causadas por poliglutaminicas, séo
fortemente ubiquitinados e contém chaperonas moleculares de choque de calor e
subunidades proteossdmicas, sugerindo que eles sdo repositorios de proteinas
malformadas e agregadas (Schmidt et al, 2002). A presenca de inclusdes
intranucleares neuronais ubiquitinadas (NIIs) tem sido reconhecida como uma
caracteristica neuropatoldégica destas doencas, embora sua funcdo na
patogénese continua a ser um motivo de controvérsia (Yamada et al, 2005).

Alguns estudos sugerem que as inclusbes ndo sdo diretamente as estruturas



responsaveis pela patogenicidade da doenca e, sim, um meio da célula combater
as proteinas anormais tornando-as nao toxicas através da agregacédo (Evert et al,
2006; Rub et al, 2006).

1.2.3 - Aspectos Genéticos

A MJD/SCA3 é uma doenca autossdmica dominante, sendo esperado que
50% da prole carregue o gene mutante. Entretanto, distorcdo da segregacao ja foi
descrita nesta doenga, onde ocorre uma transmissdo preferencial do alelo
mutante a qual € mais significativa quando o transmissor € o pai (lughetti et al,
1998).

Fitness aumentado foi descrito em individuos afetados, onde estes tinham
mais filhos do que os parentes ndo afetados. As mulheres com SCA3
demonstraram idade mais baixa no primeiro parto e inicio precoce da menopausa
guando comparadas com familiares ndo afetadas. E essas mulheres normalmente
tinham os filhos antes de apresentarem qualquer sintoma, ou seja, antes de
saberem que tinham a doenca (Prestes et al, 2008).

Uma correlagdo direta entre o nimero de repeticbes CAG com a taxa de
progressdo da doenca ja foi amplamente demonstrado nessa patologia (Jardim et
al, 2001). Correlacéo inversa entre o numero de repeticbes CAG e a idade de
inicio também foi observada, assim como nas demais SCA, no entanto, 0 numero
de repeticdes CAG explica de 45% a 60% desta variabilidade (van de Warrenburg
et al, 2002), indicando que outros fatores podem estar envolvidos como
moduladores do fenétipo. O efeito da metilacdo do promotor do gene ATXNS foi
sugerido recentemente (Emmel et al, 2012) e outros fatores vem sendo
investigados.

Antecipacdo também se esta presente na MIJD/SCA3 pelo fato sequéncias
com maior numero de repetices sdo instaveis durante a meiose e tendem a se
expandir nas proximas geracdes. Isto leva ao inicio mais precoce dos sintomas e
a um fendtipo mais severo em geracdes subsequentes da familia (Richards,
2001).



1.2.4 — Epidemiologia

A MJID/SCA3 é a SCA mais comum de uma forma geral, sendo
responsavel por 15% a 45% dos casos (Paulson, 2007; Schdls et al, 2004). Os
primeiros individuos descritos com MJD/SCA3 compartilhavam a origem ancestral
acoriana, assim como alguns individuos diagnosticados posteriormente. Um
pouco mais tarde, com o0 inicio dos testes moleculares, novos casos foram
identificados em individuos com outras etnias.

A MJD/SCA3 é encontrada em incidéncia elevada em diversos paises,
como Portugal (58%) (Vale et al, 2010), Singapura (53%) (Zhao et al, 2002),
China (49%) (Jiang et al, 2005), Holanda (44%) (van de Warrenburg et al, 2002) e
Alemanha (42%) (Schols et al, 1997). Em outros paises, a frequéncia de
MJID/SCA3 é mais baixa, como no Canada (24%) (Kraft et al, 2005), nos EUA
(21%) (Moseley et al, 1998), no México (12%) (Alonso et al, 2007) e na Austrélia
(12%) (Storey et al, 2000), sendo raramente encontrada na india (3%) (Faruq et
al, 2009), na Africa do Sul (4%) (Bryer et al, 2003) e na lItalia (1%) (Brusco et al,
2004).

A primeira publicagdo da MJD/SCA3 no Brasil foi a descricdo de cinco
pacientes de uma mesma familia (Teive et al, 1991). Relatos mais recentes
apontam para uma frequéncia de 69% de MJD/SCAS3 dentre os casos de SCA no
Brasil (Teive et al, 2008). No entanto, no estado do Rio Grande do Sul, a
frequéncia de MJD/SCA3 é estimada em 84% dos casos de ataxias (Trott et al,
2006). Baseado nessa estimativa, a frequéncia estimada de individuos afetados
seria de 1,8:100.000 casos, refletindo um possivel efeito fundador acoriano
(Jardim et al, 2001).

1.2.5 - Origens Ancestrais

Os individuos com MJD/SCA3 que se encontram nos Acores se
concentram principalmente na ilha de Flores e na ilha de S&o Miguel, onde a
prevaléncia estimada € de 835,2:100.000 e 27,1:100.000 (Coutinho et al, 1994),

respectivamente. Acredita-se que essa presenca elevada de pacientes com



MJD/SCA3 nestas ilhas pode ser explicada por um efeito fundador que teve inicio
com o comec¢o da colonizacdo destas ilhas pelos portugueses em 1432
(Sequeiros, 1993). E a existéncia desta doenca em alta frequéncia em paises do
orientais, tais como india e Jap&o, e no Brasil pode ser explicado pelas grandes
navegacoes feitas pelos portugueses nos séculos XV e XVI.

No entanto, existe uma diferenca na média de idade de inicio entre as duas
ilhas, onde os doentes originarios da ilha de Flores comecam a apresentar
sintomas, em média, oito anos antes dos doentes originarios da ilha de S&o
Miguel, sugerindo uma diferenca entre essas duas subpopulagdes.

Os estudos moleculares sobre a origem ancestral contribuiu para a
elucidacao de alguns detalhes sobre a origem da mutacédo causadora da doenca.
O primeiro estudo utilizou marcadores internos no gene ATXN3 localizados nas
seguintes posicoes: G669A, G987C e A1118C. Nesse estudo foi sugerido a
existéncia de dois eventos mutacionais na populagdo portuguesa responsaveis
por dois haplétipos distintos nas llhas de Sdo Miguel e de Flores. O haplétipo
GGC foi associado com os individuos originarios da ilha de Sao Miguel e por isso
também ficando conhecido como o haplétipo Machado. E o haplotipo ACA foi
associado com os individuos originarios da ilha de Flores e por isso ficou
conhecido como haplétipo Joseph. Sendo que os dois haplétipos foram
encontrados em pacientes de Portugal continental (Gaspar et al, 2001).

No mesmo estudo, os mesmos polimorfismos de nucleotideos Unicos
(SNP — single nucleotide polymorfism) foram analisados em individuos de outros
paises e, no total, oito haplétipos foram identificados a partir da combinacao
destes polimorfismos em individuos controle (sem expansédo CAG), sendo que 0s
mais frequentes eram os haplétipos GGC (38%) e GCC (19%). Porém, nos
individuos que apresentam expansdo CAG, somente quatro haploétipos foram
encontrados com a seguinte distribuicdo: ACA (72%), GGC (22%), AGA (3%) e
GGA (1%). Analisando esses resultados, pode-se observar que os haplotipos
ACA e GGC sao os mesmos presentes nos Acores e que os haplotipos AGA e
GGA poderiam ter surgido a partir do haplétipo GGC, através de recombinacéo,
ou o alelo AGA poderia ter surgido de ser uma Unica mutacdo de nucleotideo a
partir do haplétipo ACA (Gaspar et al, 2001).



Mais recentemente, outros marcadores foram adicionados para formar um
haplétipo mais abrangente. Estudos posteriores adicionaram 3 novos SNP a
serem utilizados (IVS6-30G>T, GTT>?//GTC>? e C'*'®/A™"®) e 4 STR adjacentes
ao gene ATXN3 [(TAT)n, (CA)n, (AC),e (GT),). Com a analise dos 6 SNP e dos 4
STR em um estudo utilizando controles dos continentes europeu, asiatico e
africano. A partir desse estudo, onze haplétipos foram encontrados no gene
ATXN3, sendo sete deles raros, e os mais frequentemente encontrados foram
GTGGCA, TTAGAC, TTACAC e GCGGCA, sendo este ultimo o0 mais comum em

varios lugares no mundo (Tabela 2) (Martins et al, 2006).

Tabela 2 — Frequéncia haplotipica em porcentagem (adaptado de Martins et al,
2006).

Haplotipo Europa Asia Africa
GCGGCA 51,3 40,0 40,7
GTGGCA 20,9 3,0 55
TTAGAC 0,4 6,0 37,0
TTACAC 24,9 49,0 14,8
Outros 2,5 2,0 2,0

Quando analisado os mesmos 10 marcadores em familias com diagndéstico
de MJID/SCAS3 de 20 paises, foram encontrados apenas trés haplétipos levando-
se em conta apenas os SNP: 1) O haplétipo TTACAC foi encontrado em alta
frequéncia em familias com diagnéstico de MJD/SCA3 de 19 do total das 20
populacdes estudadas. 2) O haplétipo GTGGCA foi encontrado em familias com
diagnostico de MJD/SCA3 principalmente em Portugal, outras sete populacdes
apresentaram o haplétipo, no entanto em baixa frequéncia. 3) O haplétipo
GTGCCA foi encontrado somente em 3 familias portuguesas da ilha de Séao
Miguel. A partir da andlise dos STR, duas possiveis origens para MJD/SCA3
foram sugeridas, conforme descrito a seguir. A primeira delas sendo a mais
antiga, do haplotipo TTACAC, o qual teria surgido em torno de sete mil anos
atras, e onde a MJD/SCAS3 seria oriunda da Asia, provavelmente do Japéo, e teria
se introduzido por toda a Europa, e ndo primeiramente em Portugal e depois se

espalhado pela Europa. No entanto se viu que a existéncia de MJD/SCA3 no
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Brasil possivelmente foi introduzida pelos portugueses. E a do haplétipo GTGGCA
que tem sua origem mais recente, tendo surgido em torno de dois mil anos atras,
onde a SCA3 seria oriunda de Portugal, no entanto a baixa diversidade de
haplétipo dos portugueses quando comparados aos nao portugueses, poderia
induzir a crer em uma origem néo portuguesa, mas baixa presenca deste
haplotipo fora de Portugal e por serem de localidades isoladas poderia levar a

uma subestimacédo da sua idade (Martins et al, 2007).
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2. Justificativa

A MJID/SCA3 ¢é a ataxia mais frequente no Brasil (69%) e principalmente no
Rio Grande do Sul (84%) onde a frequéncia estimada € de 1,8:100.000. Por isso a
identificacdo de haplétipos ligados ao gene ATXN3 é de extrema importancia para
tentar se correlacionar um haplétipo com a doenca, assim podendo fornecer
meios para entender a presenca de alelos expandidos no Brasil ao tentar se
determinar uma possivel origem da doenca nesta populacédo e a alta frequéncia

no estado do Rio Grande do Sul
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

« Estudar os haplotipos ligados ao gene ATXN3 na populacdo do Brasil e

tentar determinar a possivel origem dessa doenga no pais.
3.2 Objetivos Especificos
» Verificar a frequéncia de polimorfismos do tipo SNP no gene ATXNS3.
« lIdentificar hapl6tipos de STR em regides adjacentes ao gene ATXN3 e

estimar suas frequéncias.

« Comparar os haplétipos dos pacientes do Brasil com os de outros paises.

13



4 Resultados

Os resultados deste trabalho serdo apresentados na forma de um artigo, o qual

sera submetido para publicacdo no European Journal of Human Genetics.
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Abstract

Machado-Joseph disease or spinocerebellar ataxia type 3 (MJD/SCA3) is a late onset
autosomal dominant disorder characterized mainly by progressive cerebellar ataxia and pyramidal
signs due to an expansion of a CAG tract in exon 10 of ATXN3 gene. High prevalence of the mutant
gene is observed in Brazil and haplotype analyses in Brazilian MJD/SCA3 patients are relevant to
define the origin disease of lineages in our population. The study included 262 Brazilian MJD/SCA3
patients and 50 controls. Three intragenic single-nucleotide polymorphism were used for
determine MJD/SCAS3 lineage, and four flanking short tandem repeats were used to determine a
population background. The most prevalent lineage in both subpopulations of patients with the
disease is ACA. The GGC lineage was found in one patient only in Rio Grande do Sul, but was
present in twelve families in the group of patients from other states and in several controls. The
AGA haplotype was also present in both subpopulations at low frequency. The analysis of flanking
short tandem repeats show that the majority of patients from the same lineage share the same
haplotype. Data reported here shows clearly that the most frequently found haplotype in the ACA
lineage of MID/SCA3 patients in Brazil is the same found in Portugal and other European
populations, following an Asian migration through North America. Moreover, this study brings a
more comprehensive view on the ancestral origin of mutant ATXN3 alleles in the Brazilian

population and adds new information to historical events.
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Introduction

Machado-Joseph disease or spinocerebellar ataxia type 3 (MJD/SCA3) is a late onset
autosomal dominant disorder characterized mainly by progressive cerebellar ataxia and pyramidal
signs'. The molecular basis of the disease is an expansion of a CAG tract in exon 10 of ATXN3 gene
that can be found with 52 or more repeats in the affected individuals while this repeat contains

up to 44 units in healthy subjects®.

MID/SCA3 was first described in three American families of Azorean origin3"5, and high
frequency of this disease was later also seen in two Azorean islands, namely Flores and Sao
Miguel. Further reports demonstrated that this form of ataxia is the most common in several
countries worldwide® with variable frequencies, as follows: 58% in Portugal7, 49% in China®, 42%

in Germany’, 28% in Japan®®, 21% in the United States of America'’, and 20% in France™.

Studies concerning the origin of the disease showed the presence of intragenic haplotypes
ACA and GGC in 94% of SCA3 patients, where the ACA variant corresponded to 72% of genotypes
of patients™. The existence of two mutational events was later proposed with evaluations of
extended haplotypes. The first is represented by TTACAA haplotype, which would have been
originated in Asia six thousand years ago and spread over the world, being found today in many
countries. The second proposed mutational event is represented by GTGGCA haplotype and
present only in a few nations, especially in the Portuguese island of S3o Miguel; this genotype was

estimated to be just two thousand years old™.

In Brazil, the first reports of families carrying MJD/SCA3 dated to the beginning of the
1990's™. With the onset of molecular diagnosis, a high prevalence of the mutant gene was also

observed in this country. Different prevalence has been reported by different groups among SCAs
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in general, for instance 44%", 69%", and 84%®. The latter was observed in the Southern state of
Rio Grande do Sul (RS) where the frequency of the disease was estimad to be 1.8:100,000". Based
on these data, haplotype analyses in Brazilian MJD/SCA3 patients are relevant to define the origin

disease of lineages in our population.
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Methods

Samples

A total of 262 MID/SCA3 patients were selected and CAG expansions were previously confirmed
by molecular analysis. Diseased samples were divided into two groups: (1) 220 patients from Rio
Grande do Sul (RS group) State; (2) 42 individuals from other Brazilian States (OS group) including
Minas Gerais, Para, Paraiba, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte and S3o Paulo States. All patients
were diagnosed by the Medical Genetics Service of Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).
Samples from this second group were obtained through the Brazilian Neurogenetics Network.
Additionally, 50 control samples without history of SCA3 from an anonymous genetic bank were
included in the analyses. All subjects participating on the study were informed of the proceedings

and signed an informed consent form.

SNP genotyping

The single nucleotide polymorphisms (SNPs) included in this study were as follows: G**TG/A**TG
(rs1048755), G**’GG/C®'GG (rs12895357), and TAC''®/TAA™® (rs7158733). The SNP at position
669 was determined by qualitative real time polymerase chain reaction (qPCR) using the TagMan®
PCR Assay (Applied Biosystems), based on DNA minor groove-binding fluorescent probes.
Amplifications were performed in a final volume of 8 uL, containing 4 ng of DNA, 0.2 ulL of specific
TaqMan® assay, and 4 pL of 2X PCR Genotyping Master Mix (Applied Biosystems). Following
amplification, products were analyzed by the Sequence Detection System software version 1.2.1
(Applied Biosystems) in the ABI Prism 7500 Sequence Detector System (Applied Biosystems)

through allelic discrimination plot. The other two SNPs (G®'GG/C*®'GG and TAC''3/TAA®) were
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identified by the amplification refractory mutation system (ARMS), as previously described®.
Amplicons were then resolved onto 2% (w/v) agarose gel electrophoresis. Phase of these two
polymorphisms (G*’GG/C**’GG and TAC™'®/TAAM®), to be close to the region of CAG, were
defined by the applied methodology, while phase of SNP G**°*TG/A**TG was reconstructed by

PHASE software version 2.0 (http://www.stat.washington.edu/stephens/software.html).

STR analysis

Short tandem repeats (STRs) analyzed comprehended (TAT), (rs60264948), (CA), (rs72265156),
(AC), (rs10664277) and (GT), (rs35641569), and were identified by a multiplex assay using
fluorescent primers. Four pair of primers were placed in the same reaction, being one pair for
each STR: TATF (5-6FAM-cacaagtggtgctagcctttg), TATR (5'cagtgagctgagatcgtgec), CAF
(5’gagcttgggaggttgaggc), CAR (5’-VIC-cctcaggtcccataggttgg), ACF (5'-gatgtgatgtcttggatgtge), ACR
(5’-NED-cctgacaattcttgtttcacc), GTF (5’-PET-cctggcctactacctacgtc) and GTR (5'-
gcactgcaaaccagtagcac). PCR reaction were performed using 200 ng of genomic DNA with 500
mol/L dNTPs, 2,5 mmol/L MgCl,, 0,8 mol/L DMSO, 2 U of TaqGold in 1X TaqGold buffer (Applied
Biosystems, Foster City, CA) in the presence of 0,2 pmol of primers TATF, TATR, CAF, CAR, ACF and
ACR and 0,08 pmol of primers GTF and GTR. PCR cycling parameters were as follows: initial
denaturation step of 10 minutes at 94°C, 30 cycles of 30 seconds at 94°C, 45 seconds at 62°C, 90
seconds at 72°C, and 5 minutes of final extension at 72°C. After amplification, an aliquot of PCR
products were mixed with formamide (HiDye formamide, Applied Biosystems) and GeneScan™
500 LIZ (Applied Biosystems), and capillary electrophoresis was performed in an ABI 3130x/
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Amplicon lengths were estimated using GeneMapper
version 3.2 software (Applied Biosystems). Haplotypes were constructed by PHASE software

version 2.0 (http://www.stat.washington.edu/stephens/software.html). Allelic frequencies of

20


http://www.stat.washington.edu/stephens/software.html
http://www.stat.washington.edu/stephens/software.html

each SNP and STR and haplotype frequencies from overall cohort of patients and controls were

evaluated using Pearson chi-square test and chi-square test with Yates's correction.
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Results

SNP Analyses

Distribution of alleles after SNP analyses is demonstrated in table 1. In part A, SNP frequencies
were shown regardless whether linked to normal or mutant allele within patients group. When
comparing alleles distribution in the group of patients to alleles distribution in the controls,
statistically difference was observed (p<0.05 — Pearson X°). In part B, allele distribution is

presented according to linkage to normal or mutant allele.

When analyzing alleles linked to CAG expansions, an inversion in the proportions was observed
when compared to normal alleles in all three subpopulations, with alleles A669 (RS = 0.995; OS =
0.71), C987 (RS =0.97; OS = 0.64), and A1118 (RS = 0.995; OS = 0.71) being the most prevalent in

both subpopulations.

SNP haplotype

Haplotype distribution in our cohort is demonstrated in table 2. Four haplotypes (GGC, ACA, AGA,
and GGA) was found among normal alleles from patients and controls. GGC lineage was the most
common, followed by ACA, while the remaining two haplotypes were responsible for no more
than 5% of the population. No statistically significant difference was observed in the three subset

of individual (p > 0.05).
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In the mutant alleles, ACA was the most common lineage (96.7% of cases in RS and 64.3% of cases
from other states of Brazil) and lineage GGC was identified in 28.6% of expanded alleles in

patients from other states of Brazil.

STR Analysis

STR (TAT), analysis identified 10 alleles ranging from 10 to 19 repeats and alleles with 10, 11, and
16 repeats were the most frequent ones. These frequent alleles together account to 71% to 94%
of all alleles. The allele with 10 (TAT) repeats was shown to be linked in greater proportion to
normal alleles, while presence of alleles with 11 repeats is more commonly found in expanded
alleles. Variants with 16 repeats had similar frequencies in all subpopulations, except for

expanded alleles in RS (Figure 1A).

Fourteen different alleles were defined in the analysis of (CA)n repeats, and more common alleles
were those with 21 to 26 repeats (83% to 100% of subpopulations). (CA),; alleles were present
almost exclusively linked to expanded alleles, while in controls alleles with 22 to 26 repeats were
common among samples in this group. Profile of (CA),, variant was similar to (TAT),¢, being found

at low frequency among expanded alleles form RS only (Figure 1B).

In the case of (AC),, 8 alleles were defined ranging from 12 to 19 repeats. Alleles with 13 and 14
repeats were responsible for 69% to 94% of variants in all subpopulations. Moreover, presence of
(AC)13 was almost exclusively linked to normal alleles. (AC)., was more frequently linked to the
expanded allele although it was found in all extracts. (AC),s represented 21% of the OS expanded

alleles being almost non existent in other groups (Figure 1C).
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The (GT), repeats comprehended 7 different alleles and alleles with 15 repeats were prevalent in
both RS and OS subpopulations, with similar frequencies within cohorts of normal or expanded

alleles. Most prevalent alleles in the controls were (GT),9 (39%) and (GT)45 (37%).

STR haplotypes in expanded alleles

ACA lineage was characterized by low genetic diversity for both populations of expanding alleles
(gene diversity +/- SD, 0.10 +/- 0.10). This observation was mainly due to haplotype H1 (11-21-14-
15) considering that this was the most prevalent haplotype in all subpopulations, shared by 85%
of individuals (Table 3). We can also speculate that this haplotype is probably the mean by which
the mutated gene was introduced in the country. Other common haplotypes from the same
lineage were also identified, especially two forms derived from H1 — H2 (11-21-15-15) in RS and

H3 (10-21-14-15) in OS.

Greater genetic diversity (gene diversity +/- SD, 0.47 +/- 0.32) was seen at GGC lineage even
though this lineage was less represented. Haplotype H.2 (16-22-18-19) was the major variant
linked to the expanded allele. Moreover, (AC),;s was only found in this population, where it is
associated to the expanded allele (p < 0,05). Among alleles from AGA lineage, haplotype H’1 (17-

22-14-19) was the most common.
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Discussion

The work presented here is the most comprehensive accomplished with Brazilian MJD/SCA
patients. SNP haplotype distribution in controls was similar to that described previously in
Europezo, with a high prevalence of GGC lineage, and STR haplotype in the same group was shown

to be very diverse. This outcome was different from results in groups of patients.

ACA lineage

This lineage was the most prevalent in the present study characterized in 240 from a total of 262
patients. In Brazil, inheritance of this variant is similar to what is observed in the population
worldwide™; however, presence of this lineage was found in more than 95% of expanded alleles
in individuals from RS. STRs linked to ACA lineage showed high prevalence of H1 haplotype and its
derivatives (H2 and H3). This data is in agreement with historical aspects of the disease in Brazil,
where a large number of families are from Portuguese-Azorean origin'®. This indicates that
MJD/SCA3 introduction in Brazil was due to migration of Portuguese subjects of Azorean
background, a similar haplotypically population®. Therefore, a founder effect from this same
population explains the high number of MJD/SCA3 cases reported in RS (84% of all SCA

subtypes)*®.

GGClineage
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The presence of this lineage in Brazil is also probably due to Portuguese migration, more
specifically from S3ao Miguel Island. This theory is based on the findings that the most common
STR found in Brazil — H.2 — is the second most frequent in patients worldwide, especially in

Azores™.

AGA lineage

Alleles represented by this lineage are more related to those identified in the GGC lineage than
those observed in the ACA lineage. This observation raises the hypothesis of a single nucleotide
mutation of haplotype ACA in a recent event™. However, the AGA variant was described in only
few patients up to date, but it is one of the most frequent among normal alleles in the African
population®®, where information on MJD/SCA3 cases is not available. Hence, it could also be

argued whether the AGA haplotype came from the African continent.

Final remarks

Brazil was colonized by Portugal in the XVI century and this fact is seen as the main reason for the
high prevalence of MJD/SCA3 in this country. Cases of this condition are reported all over Brazil,
but the high prevalence of reported cases in RS is associated to a founder effect by late arrival of
inhabitants from Azores. Data reported here shows clearly that the most frequently found
haplotype in the ACA lineage of MJD/SCA3 patients in Brazil is the same found in Portugal and
other European populations, following an Asian migration through North America. Moreover, this
study brings a more comprehensive view of the ancestral origin of mutant ATXN3 alleles in the

Brazilian population and adds new information to historical events.
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Table 1 - Distribution of alleles in the studied cohort.

Alleles of Alleles of Alleles of

atients atients all Alleles of
SNP Allele P P . controls
from RS from OS patients (n=100)
(n=440) (n=84) (n=524) B
G 0.425 0.536 0.443 0.740
G669A
A 0.575 0.464 0.557 0.260
G 0.445 0.583 0.467 0.790
G987C
C 0.555 0.427 0.533 0.210
C 0.423 0.524 0.439 0.740
C1118A
A 0.577 0.476 0.561 0.260

Alleles of patients from RS  Alleles of patients from OS

(n=440) (n=84)
SNP Allele
Mutant Normal Mutant Normal
(n=220) (n=220) (n=42) (n=42)
G 0,005 0.845 0.286 0.786
G669A
A 0.995 0.155 0.714 0.214
G 0.032 0.859 0.357 0.809
G987C
C 0.968 0.141 0.643 0.191
C 0.005 0.841 0.286 0.762
C1118A

A 0.995 0.159 0.714 0.238




Table 2. SNP haplotype distribution in our cohort.

Patients from other

Patients from RS State . Controls
States of Brazil
(n=220) (n=42) (n=50)
Haplotypes -
Normal Mutant Mutant Normal
Normal
alleles alleles alleles (n=42) alleles alleles
(n=220) (n=220) - (n=42) (n=100)
GGC 184 (83.6%) 1(0.5%) 32 (76.2%) 12 (28.6%) 74 (74.0%)
ACA 32 (14.5%) 213 (96.7%) 8 (19.0%) 27 (64.3%) 21 (21.0%)
AGA 3 (1.4%) 6 (2.8%) 1(2.4%) 3 (7.1%) 5 (5.0%)
GGA 1(0.5%) _ 1(2.4%) _
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Table 3. Haplotype distribution in MJD/SCA3 lineage.

Haplotype®

Families (n)

H1:11211415
H2:11211515
H3:1021 1415
H4:1024 14 15

H5:18 23 14 15

Other 14 haplotypes

182

10

[
o

H1:11211415
H3:1021 1415
H2:11211515
H6:1521 1415

N
=

H.1:16 24 13 16

H.2:1622 18 19
H.3:1722 1819
H.4:16 2514 16
H.5:1627 1413
H.6:16 28 1518

H'1:17 221419
H'2:17 2214 16
H’3:16 2515 16

Lineage Origin
ACA RS
0sS
GGC RS
0sS
AGA RS
oS

H'4:1017 14 16
H’5:1523 1518
H'6:16 2516 16

B R R R R DR R R N NRP[RPr R, D

RS represents patients from Rio Grande do Sul State, OS represents patients from other states from
Brazil; %all haplotypes were reconstructed by the Bayesian method in PHASE software version 2.0;

®one family by haplotype.
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Legends

Figure 1. STR distribution in subpopulations. Black bars represent RS normal allele; black
with white stripes bars represent RS expanded allele; gray bars represent OS normal allele;
white with black stripes bars represent OS expanded allele; white bars represent controls.

a) (TAT)n; b) (CA)n; €) (AC)n and d) (GT)n.
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5.Discusséo

Os dados desse trabalho séo os mais abrangentes em pacientes brasileiros
com MJID/SCA3. A distribuicio de SNP nos haplétipos dos controles foi
semelhante ao descrito anteriormente na Europa, com uma elevada prevaléncia
da linhagem GGC e o haplétipo dos STR no mesmo grupo mostrou ser muito
diferente. Este resultado foi diferente dos resultados dos grupos de pacientes.

A linhagem ACA foi a mais prevalente no presente estudo e foi identificada
em 240 de um total de 262 pacientes. No Brasil, a heranca desta variante é
semelhante ao que é observado na populacdo mundial. No entanto, a presenca
desta linhagem foi encontrada em mais de 95% dos alelos expandidos em
individuos de RS. STR ligados a linhagem ACA mostrou alta prevaléncia do
haplétipo H1 e dos seus derivados (H2 e H3). Esta informacdo estd em
concordancia com os aspectos histéricos da doenca no Brasil, onde um grande
namero de familias de origem portuguesa e, em geral, acoriana. Isso indica que
introducdo da MJD/SCAS3 no Brasil foi devido a migracéo de portugueses oriundos
dos Acores, uma populacdo com haplétipos semelhantes. Portanto, um efeito
fundador desta mesma populacdo explica o numero elevado de casos de
MJD/SCA3 descritos no RS (84% de todos os subtipos de SCA).

A presenca da linhagem GGC no Brasil € também, provavelmente, devido
a imigracdo portuguesa, mais especificamente da llha de Sdo Miguel. Esta teoria
€ baseada nos resultados que o hapl6tipo mais comumente encontrado no Brasil -
H.2 - é o0 segundo mais frequente em pacientes no mundo, especialmente nos

Acores.

Alelos representados pela linhagem AGA estdo mais relacionados com os
identificados na linhagem GGC do que as observadas na linhagem ACA. Esta
observacédo levanta a hipotese de uma mutacdo de ponto no haplétipo ACA em
um evento recente. No entanto, a variante AGA foi descrita em poucos pacientes

com MJD/SCA3 até o momento, mas é uma das mais frequentes entre alelos
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normais na populacdo africana, onde as informagdes sobre casos de MJD/SCA3
ndo estdo disponiveis. Por isso, € possivel argumentar que o haplétipo AGA nao

poderia ser oriundo do continente Africano.

O Brasil foi colonizado por Portugal no século XVI e este fato € visto como
a principal razdo para a alta prevaléncia de MJD/SCA3 no pais. Casos desta
doenca séo relatados em todo o Brasil, mas a alta prevaléncia de casos
notificados no RS esta associada a um efeito fundador pela chegada tardia dos
habitantes dos Acores. Os dados descritos nesse trabalho demonstram
claramente que o haplétipo mais frequentemente encontrado na linhagem ACA de
pacientes com MJD/SCA3 no Brasil € 0 mesmo encontrado em Portugal e outras
populacbes europeias, apds uma migracdo a partir da Asia através da América do
Norte. Além disso, este estudo traz uma visdo mais abrangente da origem
ancestral de alelos mutantes no gene ATXN3 na populacdo brasileira e

acrescenta prova biolégica aos eventos historicos.
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