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A ataxia espinocerebelar de tipo 10 (SCA10) é uma doenca de heranca autossdmica dominante caracterizada por atrofia cerebelar com
ataxia e, em certos casos, convulsoes. Até o momento, a SCA10 foi descrita apenas em pacientes mexicanos e brasileiros. Sua
etiologia relaciona-se ao aumento do numero de repeticées do pentanucleotideo ATTCT no gene ATXN10, que oscilam de 10 a 29 em
iIndividuos normais e de 800 a 4500 em afetados. Tal variacao dificulta sua identificacdo e diagnostico atraves do PCR convencional.
Amostras de DNA de 230 pacientes e de 3 controles positivos foram incluidas no estudo. Apds a amplificacao, fez-se analise por
eletroforese capilar . A identificacédo de alelos mutantes (expandidos) é obtida através da visualizacao de um perfil eletroforético
caracteristico, o qual foi confirmado nas amostras controle.

Na amostra estudada, foram encontrados 9 casos novos de pacientes com SCA10, através da identificacao de alelos mutantes longos.
Esses dados aumentam o numero de pacientes brasileiros com a doenca, confirmando a ocorréncia desta patologia no nosso meio. Os
resultados obtidos demonstraram que a metodologia empregada € adequada para a identificacédo de alelos mutantes no gene ATXN10,
podendo ser utilizada no diagndstico de pacientes com SCA10.

Introducéao Resultados
Ataxias espinocerebelares s3o um grupo de doencas A figura 2 representa a analise de algumas amostras como um
neurodegenerativas  tanto  clinica quanto  molecularmente modelo dos resultados obtidos e a forma de Interpretacao dos

mesmos. O mesmo tipo de analise foi realizado para todas as 230
amostras do grupo e foram encontradas no total 9 amostras de DNA
com perfil eletroforético na eletroforese capilar semelhante as
amostras utilizadas como controle positivo. Todas as amostras
positivas foram confirmadas pela realizacao dos testes em duplicata.
Convém ainda salientar que nao foram detectadas falhas na
amplificacdo pela PCR e também nao foram identificados produtos
secundarios de amplificacéo.

heterogéneas. Dentre elas, a ataxia espinocerebelar do tipo 10
(SCA10), forma autossOmica dominante de ataxia, destaca-se por
sua etiologia relacionada a expansdes pentanucleotidicas em
porcoes intronicas. Tais repeticOoes oscilam entre 10 e 29 na
populacao normal e de 800 a 4 500 nos individuos afetados — o que
lhe torna a maior expansao de microssatélites conhecida no DNA
humano.

Até o0 momento mais de trinta ataxias autossdmicas dominantes
foram descritas geneticamente. Sua diferenciacao, na rotina
laboratorial, da-se através do PCR convencional, enquanto que sua
caracterizacao exige técnicas menos ageis, como o southern blot.
Aquele, embora rapido se comparado a este, falha no diagnostico
de expansOes demasiadamente longas, tal qual ocorre no gene
ATXN10, elevando a incidéncia de falsos negativos.

Uma alternativa é a técnica TP-PCR (triplet repeat primed PCR), na
gual se faz uso de trés primers: um marcado com fluorescéncia e
especifico ao gene a ser estudado (P1) e outros dois contendo uma
sequéncia ancora em comum (P3 e P4). Nos primeiros ciclos os
primers P1 e P4 amplificam diversas porcoes das expansoes, cuja
especificidade deve-se somente ao primeiro. Por encontrar-se em
menor quantidade que P3, o primer P4 exauri-se mais rapidamente.
Segue-se a conexdo de P3 a ancora inserida por P4 na
extremidade dos fragmentos e um longo periodo de expansao que
possibilita a amplificacdo de sequéncias mais longas (figura 1).
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Figura 1. Fundamentacao
metodolégica do TP-PCR.

A linha representa a regido génica
nao-repetitiva, enquanto a porcao
hachurada as repeticoes
nucleotidicas. P1 é o primer locus
especifico marcado com fluoréforo
(F), P3 € o primer com as repeticdes
nucleotidicas contendo uma cauda de
nucleotideos (C) e P4 é o primer
idéntico a cauda (C) de nucleotideos
presente em P3. A porcao hachurada
representa as repeticoes
nucleotidicas. A) Demonstra que a
expansdo € demasiadamente longa
para ser amplificada por PCR normal.
B) Ciclos iniciais da PCR, onde o P4
se anela em mdltiplos sitios dentro da
regido de repeticbes nucleotidicas no
alelo, formando uma mistura de
produtos. C) P3 amplificard a partir
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Figura 2. Identificacao de alelos mutantes longos no gene ATXN10.

A) Perfil de uma amostra de DNA com repeticbes de pentanucleotideos dentro da faixa normal
(controle negativo); B) Perfil de uma amostra de DNA com repeti¢cdes de pentanucleotideos acima da
faixa de normalidade (controle positivo); C) Perfil de amostra de DNA de um paciente com ataxia
espinocerebelar identificando o perfil caracteristico da presenca de um alelo mutante longo,
confirmando o diagndéstico de SCA10.

Discussao e conclusao

do produto final das amplificacbes
dos ciclos anteriores, pois €
correspondente a cauda inserida por
P4. Figura retirada de Warner et al
(1996).

O TP-PCR é uma técnica sensivel, especifica e reprodutivel,
podendo ser utilizada no diagnostico de SCA10. As amostras de
pacientes positivos apresentaram um padrao eletroforético
compativel com a separacdo de fragmentos de tamanhos variados,

gque é a caracteristica principal de amostras que apresentam
repeticoes nucleotidicas quando analisadas por TP-PCR.

Os novos casos encontrados deverao ser analisados por southern
blot para uma completa validacao e confirmacao dos resultados
obtidos. Entretanto, a correta e reprodutivel identificacao das
amostras empregadas como controles positivos indicam que todos
0S casos positivos dessa amostra foram adequadamente
Identificados.

Por fim, o diagnostico desses novos pacientes aumenta 0 ndmero
de casos de SCA10 no nosso meio e indica a necessidade de
avaliacao dessa doenca em pacientes com manifestacdes clinicas
compativeis com ataxia cerebelar.

Objetivos

|dentificar alelos mutantes longos no gene ATXN10 atraves do
tripled repeat primed (TP-PCR) e da eletroforese capilar em
amostras de pacientes com suspeita clinica de ataxia
espinocerebelar.

Materiais e métodos

Extracdo de DNA
de sangue
_ periférico por
Salting —Ouit.
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Analise dos Fragmentos
da PCR atraveés da

Quantificacao

pelo método TP- eletroforese no Interpretacéo dos
fluorimétrico PCR analisador genetico resultados

programa
GeneMapper.

Apoio financeiro: CNPg, FAPERGS e FIPE-HCPA.




