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RESUMO

As ataxias espinocerebelares autossémicas dominantes (SCA) sdo um grupo de
doengas raras com ampla heterogeneidade genética. Muitos dos genes associados
ao fenodtipo de SCA foram descritos anteriormente ao surgimento dos bancos
populacionais de variantes e, portanto, em alguns casos, variantes com presenca de
grande numero de individuos em bancos populacionais foram consideradas para
associagao genotipo-fenotipo. Apesar de existirem SCAs de inicio em idade jovem ou
mesmo consideradas congénitas, no geral, elas sdo consideradas doencgas de inicio
na idade adulta e assim, para variantes patogénicas associadas ao fendétipo, n&o sao
esperados muitos individuos em bancos populacionais. Dessa forma, esse trabalho
buscou revisitar e reavaliar os genes e variantes de ponto inicialmente descritos para
esse fenotipo, considerando os novos bancos de dados gendmicos, estudos de
segregacao das variantes e outros achados moleculares. Foram considerados 26
genes OMIM, bem como 93 variantes reportadas nos artigos de associagdo ao
fendtipo, que tiveram sua classificagao de patogenicidade revista. Destas, 24 (25,8%)
foram identificadas em bancos populacionais de variantes. Os genes foram
categorizados considerando sua associagdo ao fenotipo de SCA, sendo que 17
tiverem a associacado considerada “definitiva”, quatro como “possivel” e cinco como
“‘duvidosa”. Esse trabalho demonstra a contribuicdo dos bancos populacionais e
outros bancos de dados genémicos na classificagdo de variantes e na associagéo
genotipo-fendtipo.

Palavras-chave: ataxias espinocerebelares, bancos gendmicos, genoétipo-fendtipo.



ABSTRACT

Autosomal dominant spinocerebellar ataxias (SCA) are a group of rare diseases
characterized by significant genetic heterogeneity. A considerable number of genes
associated with the SCA phenotype were described prior to the emergence of
population variant database and, therefore, in certain instances, variants present in a
substantial number of individuals within these population databases were considered
for genotype-phenotype associations. While some SCAs manifest in early childhood
or even congenitally, they typically onset in adulthood, and therefore, for pathogenic
variants associated with the phenotype, many individuals are not expected in
population database. This study aims to revisit and reassess the genes and point
variants initially associated with this phenotype, taking into account new genomic
databases, variant segregation studies, and other molecular findings. Twenty-six
genes (OMIM) were selected, along with 93 variants described in the original articles
that linked these genes to the phenotype. The pathogenicity classification of these
variants was thoroughly reviewed. Notably, 24 (25.8%) of these variants were identified
in population variant databases. The genes were categorized based on their
association with the SCA phenotype, with 17 classified as "definite," four as "possible,"
and five as "doubtful". Here we demonstrate the contribution of population and other
genomic databases in refining the classification of variants and enhancing our

understanding of genotype-phenotype associations.

Keywords: spinocerebellar ataxias, genomic databases, genotype-phenotype.
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1. INTRODUGAO

1.1. Ataxia

Ataxia, palavra derivada do grego "ataxis" (atdgig), significa incapacidade de
coordenacao. Isoladamente o termo se refere a um conjunto de sintomas e ndo a um
grupo de doengas. Esses sintomas afetam principalmente os movimentos voluntarios,
como andar, engolir e pegar objetos (Figura 1). Ao longo dos anos, doengas que
possuem como principal manifestagao a presenca de ataxia foram também nomeadas

utilizando o mesmo termo.

o Problemas de
coordenagao
Alteragdes na

movimentag&o Dificuldades
ocular de degluticéo

B
-9

Fala arrastada

\ ¢
Perda de
Tremores coordenagao
motora fina
N ) {
Perda de equilibrio Alteragées na
marcha

Figura 1: Representagdo das principais alteragbes clinicas identificadas em pacientes com
ataxia. Adaptado de: hitps://www.ataxia.org/what-is-ataxia/

A ataxia pode ter um carater progressivo, como € o caso da grande parte das
ataxias geneticamente determinadas; ocorrer como um evento agudo, como por
exemplo em vigéncia de um acidente vascular cerebral (AVC), ser episddica

(presenca de variantes patogénicas em genes como KCNA1, CACNA1A, entre outros)
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ou cronica. Ela pode ser adquirida, devido a presenga de infec¢des por patégenos,
doengas autoimunes, ingestdo continua e em excesso de alcool, traumatismo

craniano, entre outros; ou ser geneticamente determinada.

As ataxias também podem ser classificadas a depender da via afetada:
- ataxia cerebelar, danos a via cerebelar, levando a alteragdes na coordenagao
motora (ROSENTHAL, 2022);
- ataxia vestibular, danos a via vestibulo-ponto-cerebelar, resultando em perda de
equilibrio;
- ataxia sensorial, danos as vias aferentes e posteriores, resultando na perda de
propriocepgao (TEIVE; ASHIZAWA, 2015).

1.1.1. Ataxia Espinocerebelar

O termo hérédo-ataxie cérébelleuse foi utilizado pela primeira vez em 1893,
quando o Dr Pierre Marie analisou os relatos realizados anteriormente por médicos de
quatro familias com formas de ataxia diferentes da ja descrita a época, Ataxia de
Friedreich, para entdo descrevé-las (MARIE, 1893). Os sintomas da doencga tinham
inicio mais tardio, eram variaveis, e existiam membros afetados em todas as geragdes
(um padrédo sugestivo de heranga autossémica dominante, diferente da Ataxia de
Friedreich que possuia padrédo de heranga autossdmico recessivo). Surgiu assim,
derivado ao portugués, e ainda utilizado nos dias de hoje, o termo ataxias
espinocerebelares.

Em decorréncia das primeiras citacbes, o termo ataxia espinocerebelar é
principalmente associado as formas autossémicas dominantes, mas, na verdade, elas
podem ter padrdo de heranga autossémico dominante (conhecidas como SCAs),
autossOmico recessivo (SCARSs), ligadas ao X (SCAX) e mitocondriais.

1.1.1.1. Ataxia Espinocerebelar Autossomica
Dominante (SCA)

O mapeamento da regido critica da primeira ataxia espinocerebelar
autoss6mica dominante (SCA1) ocorreu apenas em 1993, com a identificacdo da

regido critica no brago curto do cromossomo 6 (6p). Posteriormente, no mesmo ano,
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foi estabelecida a relagédo entre o tamanho da regido de repetigdo (CAG)n na regiao
exbnica do gene ATXN1 e a ocorréncia de SCA1 (ORR et al, 1993). Esta foi a primeira
caracterizacao molecular de uma ataxia espinocerebelar dominante. Nos anos
seguintes, muitas foram caracterizadas molecularmente e outras ainda s&o

constantemente estabelecidas.

Em 2014, a prevaléncia estimada de SCAs na populagao geral foi de 0 a 5,6
casos a cada 100.000 individuos, uma média de 2,7/100.000 (RUANO et al, 2014). As
SCAs mais prevalentes sao aquelas causadas por expansdes, como a SCA1, SCA2,
SCA3, SCA6 e SCA17. Destas, a mais comum é a SCA3, também conhecida como
doenga de Machado-Joseph, em que 20-50% das familias com alguma forma de SCA
recebem o diagnostico de SCAS3, seguida pela SCA2 (de 13 a 18%) e a SCAG (de 13
a 15%). Ressalta-se que esses numeros podem ser maiores em determinadas
populagdes devido a efeitos fundadores, como é o caso de Portugal, em que até 74%
das familias com SCA tém SCA3, ou a SCA1 na Polbnia (68% das familias com SCA)
(HERSHESON et al, 2012).

Apesar de existirem casos de manifestagcado jovem da doenga, a grande parte
dos pacientes com SCAs desenvolvem sintomas a partir dos 30 anos, podendo o inicio
dos sintomas passar de forma despercebida, apenas com um aumento de quedas e
desequilibrios. Com a progressdo da doenca e a depender da forma de SCA, os
sintomas evoluem para dificuldade de caminhar, disartria, tremores e alteragdes
oculares, como nistagmo - sintomas esses que ocorrem principalmente devido a
atrofia cerebelar. A depender das manifestagdes, evolugio clinica e historico familiar
€ possivel associar o fenotipo a uma determinada SCA, contudo, em muitos casos,
apenas com exames moleculares pode-se realizar uma associagao genotipo-fendétipo

conclusiva.

O grupo das ataxias espinocerebelares dominantes possui uma grande
heterogeneidade genotipica, possuindo, até agosto de 2023, mais de 45 entradas
associadas ao fenétipo no OMIM, em que o mecanismo de patogenicidade pode ser
explicado tanto pela presenga de variantes de ponto, expansdes patogénicas,
variagdes no numero de copias, entre outros, a depender do tipo da SCA.
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1.1.1.1.1. Mecanismos de patogenicidade

As expansdes patogénicas, usualmente repeticbes de trincas nucleotidicas
CAG, sdo o mecanismo de patogenicidade associados as ataxias espinocerebelares
mais conhecidas como SCA1 (gene ATXN1T), SCA2 (ATXN2), SCA3 (ATXN3), SCA6
(CACNA1A) e SCA7 (ATXNY7). Essas repeticoes de nucleotideos podem estar
localizadas nas diferentes regides dos genes, como regido 5’-n&o traduzida, intrénica,

exodnica e regido 3’-n&o traduzida (Figura 2).

SCA1
SCA2
SCA3/MJD
SCA6
SCA31 SCA7 SCA10
(TGGAA/TTCCA) SCA17 (ATTCT)
SCA12 SCA37 DRPLA SCA36 SCAS8
(CAQ) (ATTTC) (CAG/polyQ) (GGCCTQG) (CTG/CAQ)

Dominante

DNA— 5 UTR Exon 3’ UTR =

Recessivo

Friedreich ataxia
(GAA)

Figura 2: Esquema de um gene representando a localizacdo das expansées de diversas formas de SCAs
Adaptado de Klockgether. et al (2019).

O numero de repeticbes para ser considerado um alelo patogénico de
penetrancia completa varia de acordo com o gene, existindo alelos de penetrancia
incompleta e inclusive de significado ainda incerto. No gene ATXN3, alelos com mais
de 60 repeticbes da trinca CAG sdo considerados patogénicos de penetrancia
completa, sendo entdo associados a SCA3 ou como também é conhecida, doenga de
Machado-Joseph; alelos com até 44 repeticdbes sao considerados normais; alelos
intermediarios podem estar associados a alteragdes clinicas diferentes das ja bem
estabelecidas, sendo o menor alelo associado a penetrancia completa da doenca
ainda desconhecido (PAULSOL; SHAKKOTTAI, 2020). O numero de repeti¢cdes
associados aos alelos de penetrancia completa e normais podem ser visualizados na
Tabela 1.



Tabela 1:
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Principais alelos associados a SCAs causadas por expansao

Alelo
Alelo de Alelo de
Alelo intermediario/
SCA Gene penetrancia penetrancia
normal significado
] incompleta completa
incerto
SCA1 ATXN1 <36 36-38 - >38
SCA2 ATXN2 <32 32 33-34 >34
SCA3 ATXN3 12-44 45 ? ~60-87
SCA6 CACNA1A <19 19 - >19
SCA7 ATXN7 <28 28-33 34-36 >36
SCA10 ATXN10 10-32 - 33-850 ~800-4500
SCA12 PPP2R2B 7-32 ? ? 55-78
SCA36 NOP56 3-14 ? >650 ?

Repeticdes CAG: ATXN1, ATXN2, ATXN3, CACNA1A, ATXN7; repeticoes ATTCT: ATXN10, PPP2R2B;
repeticdes GGCCTG: NOP56

Associado as SCAs causadas por expansoes, podemos observar um fenédmeno
denominado de antecipagdo, em que, a cada geragdo, pacientes mais jovens
comegam a apresentar os sintomas. Isso pode ocorrer pois durante a gametogénese
a regiao de repetigao dos nucleotideos tende a expandir ainda mais devido a erros da
polimerase, gerando alelos com maior numero de repetigdes e assim, pacientes com
inicio dos sintomas mais precoce. Esse fendbmeno é principalmente conhecido na
SCA7, em que pacientes com mais de 55 repeticobes CAG podem manifestar os
sintomas antes dos 10 anos e de forma mais grave, muitas vezes antes de outros
familiares virem a manifestar sintomas (ALBUQUERQUE et al, 2015; ANSORGE et
al, 2004).

Além do mecanismo das expansdes patogénicas, as SCAs também podem ser
causadas por variantes de ponto em diversos genes, muitas das quais associadas a

genes ainda pouco estudados quando comparados aos associados as ataxias
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causadas por expansdes. Além disso, muitas das associagcdes foram realizadas
utilizando um numero reduzido de pacientes, devido a raridade das condigdes. Assim
como nas SCAs causadas por expansdes, existem descricbes de penetrancia
incompleta também nas SCAs por variantes de ponto, o que dificulta os estudos
populacionais e o estabelecimento assertivo das associagdes gendtipo-fenatipo.

1.1.1.2. Ataxia Espinocerebelar Autossomica
Recessiva (SCAR)

As ataxias espinocerebelares autossémicas recessivas, mais conhecidas como
SCARs, tém na maior parte dos pacientes manifestagdes clinicas de inicio antes dos
40 anos e, devido ao mecanismo de heranga associado, usualmente sdo casos

isolados dentro de uma mesma familia.

Considerando todas as SCARs, a prevaléncia estimada € de 3-6 a cada
100.000 individuos (SYNOFZIK et al, 2018), sendo a ataxia de Friedreich (AF) a mais
comum entre as SCARs, tendo uma prevaléncia de cerca de 1 a cada 40.000
nascimentos (WILLIAMS; DE JESUS, 2023). O inicio da doenca usualmente ocorre
antes dos 25 anos e tem progresséo lenta, sendo caracterizada pela presencga, além
da ataxia, de fraqueza muscular, disartria, espasticidade e acometimento sensitivo
(BIDICHANDANI; DELATYCKI, 2017). Estima-se que a AF esteja associada a 25%
das suspeitas de SCAR, porém, aproximadamente 50% de todos os casos com
diagnostico molecular s&o associados a AF, uma vez que muitos genes ainda néo
foram identificados (SYNOFZIK et al, 2018).

A identificagdo do gene associado com as manifestagdes clinicas dos pacientes
pode ser extremamente relevante, ndo apenas para o aconselhamento genético, mas
para a identificagdo de um possivel tratamento, uma vez que existem SCARs que sao
trataveis, como € o caso da ataxia com deficiéncia de vitamina E (AVED). No caso da
AVED, a suplementagdo com vitamina E em individuos pré-sintomaticos inclusive

previne o aparecimento dos sintomas (SCHUELKE, 2023).
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1.1.1.3. Ataxia Espinocerebelar Ligada ao X (SCAX)

As ataxias espinocerebelares ligadas ao X (SCAX) sdo um grupo de ataxias
com apresentagao clinica variavel, como hipotonia, atraso do desenvolvimento,
deficiéncia intelectual, além da ataxia e outros sinais cerebelares. Devido a presenca
de muitos homens com ataxia, € possivel que o numero de individuos com o

diagndstico de formas de SCAX seja subestimado.

A primeira forma de ataxia ligada ao X foi descrita em 1996 a partir de um
estudo em uma familia de origem mongol em que sete homens de trés geragdes eram
sintomaticos (ILLARIOSHKIN et al, 1996). Em 2016 a partir do sequenciamento do
exoma, Protasova e colaboradores conseguiram identificar que o fendtipo da familia
estava associado a uma variante no gene ABCB7. Posteriormente, outros genes
foram identificados e associados ao fendtipo de ataxia ligada ao X, como ATP7A e o
FMR1, que esta associado a sindrome do X-fragil, mas também esta relacionado a
sindrome de tremor/ataxia associada ao X-fragil (ZANNI; BERTINI, 2018).

1.1.1.4. Ataxia Mitocondrial

As ataxias mitocondriais ocorrem por alteragdes no cerebelo e suas conexoes,
por alteragdes na propriocepgao (ataxia sensorial); ou uma combinagdo de ambos
(espinocerebelar). Nas doengas mitocondriais a ataxia pode ser um dos principais
sintomas, mas raramente € o unico (VERNON; BINDOFF, 2018). Outros sintomas
como fraqueza muscular, surdez, retinopatia, cardiomiopatia também ocorrem com
frequéncia.

Elas sdo principalmente associadas a mutagdées no DNA mitocondrial, mas
mutagdes que ocorrem no DNA nuclear e impactem diretamente o funcionamento das
mitocdndrias também podem ser responsaveis pela doencga e, portanto, a depender
do gene (mitocondrial ou nuclear) o padréo pode nao ser de heranga exclusivamente

materno.
1.2 Bases de dados genémicos

Existem muitas ferramentas disponiveis atualmente na Internet que podem

auxiliar no levantamento de dados para analises gendmicas e assim contribuir com a
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interpretacéo de variantes e diagnostico molecular.

1.2.1. OMIM

Entre 1966 e 1998 foram publicadas 12 edigdes de uma série de livros chamada
de Mendelian Inheritance in Man (MIM), desenvolvida inicialmente pelo Dr. Victor A.
McKusick, que catalogava os genes e as respectivas doengas mendelianas
associadas. Em 1985, a partir de uma colaboracdo entre a Biblioteca Nacional de
Medicina dos Estados Unidos e Welch Medical Library (Johns Hopkins), foi
desenvolvida uma versdo online do catalogo; surgiu assim o Online Mendelian
Inheritance in Man — OMIM (AMBERGER et al, 2015). Atualmente, existem na base
cerca de 17 mil genes descritos e mais de 6700 entradas com associagéo genaotipo-
fendtipo.

1.2.2. ClinVar

O ClinVar é um repositorio de variantes que teve sua primeira versao publica
disponibilizada em 2013. Atualmente, ele recebe dados de diversos laboratérios de
analise genémica do mundo, sejam eles comerciais ou de pesquisa, e disponibiliza as
informagdes a respeito da classificagdo de variantes identificadas no genoma humano.
Até 2023, mais de 3 milhdes de variantes receberam algum depdsito a respeito de sua
patogenicidade de um dos mais de 2500 laboratérios que contribuem com o
repositorio.

E importante ressaltar que, apesar de receber informagdes de diversas fontes
diferentes, o ClinVar nao realiza uma curadoria propria na maior parte desses dados,
de forma que cabe a cada visitante da base avaliar as informacgdes disponiveis.

1.2.3. gnomAD

O Genome Aggregation Database, mais conhecido como gnomAD, foi langado
em 2014, ainda sob o nome de Exome Aggregation Consortium (ExXAC). A ideia dos
pesquisadores era compilar sequenciamentos de exomas e genomas de diversas

populagdes do mundo, tornando-o um banco de frequéncia populacional de variantes.
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Apesar de realmente possuir dados de europeus, asiaticos, afro-americanos, latinos,
judeus Ashkenazi, entre outros, muitas dessas populagdes estao sub-representadas,

gue é o caso dos latino-americanos.

A base de dados é separada em v2, v3.1 e structural variant (SV). A v2 é
composta por mais de 125 mil exomas e 15 mil genomas, alinhados na verséo
GRCh37 do genoma humano, enquanto a v3.1 possui mais de 76 mil genomas (versao
GRCh38 do genoma humano). Ja o gnomAD SV possui mais de 10 mil genomas

(GRCh37), funcionando como uma base de variantes estruturais.

Em dezembro de 2023, o gnomAD recebeu a atualizagédo para o v4, sendo ele
composto de mais de 730 mil exomas e 76 mil genomas. No entanto, ele possui
individuos ndo apenas da populagdo geral, mas também de estudos doenca-
especifico, o que dificulta a utilizacdo da frequéncia populacional para a interpretagao
de determinadas variantes, uma vez que até a finalizagdo deste trabalho (janeiro de
2024) os grupos de individuos ainda n&o haviam sido completamente caracterizados.
Desta forma, as informacgdes obtidas com os dados do v4 nao foram utilizadas para a
classificagdo das variantes e categorizagdo dos genes deste trabalho devido a

limitagao de informacgdes.
1.2.4. TOPMed (BRAVO)

O TOPMed, abreviagédo para Trans-Omics for Precision Medicine, teve inicio
em 2014. Ele € um banco que integra dados de sequenciamento de genoma completo
de aproximadamente 180.000 individuos, de mais de 85 estudos diferentes. A maior
parte dos individuos (~60%) tém origem predominantemente n&o europeia, sendo
29% de ancestralidade africana e 19% de hispanicos/latinos.

A plataforma BRAVO utiliza dos dados do TOPMed para disponibilizar os dados
de frequéncia das variantes, distribuicdo populacional, entre outros, com versdes que
variam desde o TOPMed Freeze 3, que utiliza a versdo do genoma GRCh37 (hg19)
com dados de 14.559 individuos, até o mais recente TOPMed Freeze 10 (GRCh38),

com dados de mais de 150.000 genomas humanos.
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Ressalta-se que ha uma sobreposicdo nos dados disponibilizados entre
TOPMed (BRAVO) e gnomAD, que pode variar de 6.000 a 36.000 individuos, a
depender da versao do gnomAD utilizada e da variante analisada.

1.2.5. ABraOM

O ABraOM (Arquivo Brasileiro Online de Mutagdes) € um repositério brasileiro
de variantes que surgiu em 2020. Ele contém dados do sequenciamento do exoma e
do genoma de 1171 individuos da populagao brasileira com idade entre 63 e 80 anos
(NASLAVSKY et al, 2022) na versdo hg38 do genoma humano e 609 individuos na
versao hg19. Entre as duas versdes, ha uma sobreposicéo de 574 individuos.

1.3. Genes OMIM associados ao fenétipo de SCA por variante

de ponto

Existem 26 genes associados ao fenoétipo de SCA com variantes de ponto
descritas no OMIM (agosto, 2023). As associagbes gendtipo-fendtipo sé&o

constantemente atualizadas conforme o surgimento de novas informagdes.

A seguir, por ordem de locus, estdo descritos os genes e, para fins de auxiliar
na compreensao geral, as respectivas categorias de associagao gene-fenétipo finais
consideradas por esse trabalho.

1.3.1. TMEM240 - Definitivo

O gene TMEM?240 (transmembrane protein 240, OMIM* 616101) foi associado
ao fenotipo de ataxia espinocerebelar 21 (SCA21) a partir do estudo de uma familia
francesa com quatro geragdes de individuos afetados, totalizando um total de 17
individuos com manifestagdes clinicas. Inicialmente a regido candidata de associagao
ao fendtipo foi localizada em 7p21.3-p15.1, contudo Delplanque e colaboradores
(2014), a partir da inclusdo de 12 novos familiares no estudo, conseguiram identificar
por meio de estudo de ligagdo, que o gene associado estava localizado na regiao
1p36.33-p36.32. A partir do sequenciamento de variantes na regido e estudo de
segregacao em 32 individuos da familia, os pesquisadores identificaram a variante
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p.Pro170Leu no TMEMZ240. Para confirmar a associagdo gene-fendtipo, outras
familias com individuos com formas de ataxia espinocerebelar tiveram o gene
sequenciado, tendo sido identificadas entdo outras variantes, inclusive pelo
estabelecimento de variantes de novo (DELPLANQUE et al, 2014). Usualmente, os
individuos com SCA21 tém idade de aparecimento dos sintomas variando de 1 a 30

anos.

1.3.2. PUMT1 - Definitivo

O gene PUM1 (pumilio RNA binding family member 1, OMIM* 607204) foi
inicialmente associado ao fendtipo de ataxia espinocerebelar 47 (SCA47) em 2018
por Gennarino e colaboradores (2018), a partir da identificagdo de duas variantes de
novo (p.Arg1139Trp e p.Arg1147Trp) em pacientes com fendtipo de ataxia de inicio
precoce e atraso do desenvolvimento. Além disso, uma terceira variante
(p-Thr1035Ser) foi identificada em uma familia com nove individuos com ataxia de
inicio tardio, contudo, a variante foi identificada em familiar do sexo feminino de 80
anos sem manifestagdes clinicas. Dessa forma, os autores associaram o fendtipo de
ataxia espinocerebelar a um padrdo de heranga autossémico dominante com

penetrancia incompleta.

1.3.3. KCNDa3 - Definitivo
O gene KCND3 (potassium voltage-gated channel subfamily D member 3,
OMIM* 605411) foi associado a ataxia espinocerebelar 19 (SCA19) em 2012 apds a
identificac&o por Lee e colaboradores de variante em uma familia chinesa que havia
sido descrita originalmente por Chung e colaboradores em 2003. Posteriormente, a
mesma variante também foi identificada em uma familia de origem francesa.
Este gene também foi associado a sindrome de Brugada 9, de heranca
autossémica dominante (OMIM # 616399).

1.3.4. PNPT1 - Definitivo

O gene PNPT1 (polyribonucleotide nucleotidyltransferase 1, OMIM * 610316)
foi associado a ataxia espinocerebelar 25 (SCA25) em 2022 (BARBIER et al, 2022).
Previamente, em 2004, o fendtipo ja havia sido associado a regido do brago curto do
cromossomo 2 (STEVANIN et al, 2004), por meio da realizagdo de estudo de ligagéo
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em uma familia com seis individuos afetados, contudo sem definigdo do gene o qual
o fendtipo estaria associado. Nesse estudo, realizado por Stevanin e colaboradores,
um individuo do sexo feminino de 61 anos, sem manifestagdes clinicas até o momento
da publicacéo, foi identificado, tendo sido atribuida entado a existéncia de penetrancia
incompleta ou possiblidade de manifestagdo bem tardia dos sintomas. Entre os seis
individuos reportados na familia, uma mulher com idade de inicio dos sintomas aos
39 anos foi considerada a de inicio mais tardio, enquanto quatro individuos tiveram o
inicio dos sintomas ainda na infancia (<10 anos).

Adicionalmente, o PNPT1 também esta associado aos fendtipos de surdez,
autossOmica recessiva 70, com ou sem neurodegeneragdo de inicio na idade adulta
(OMIM # 614934) e deficiéncia combinada de oxidagao fosforilativa 13 (OMIM #
614932), ambos de heranga autossémica recessiva.

1.3.5. ITPR1 - Definitivo

O gene ITPR1 (inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 1, OMIM* 147265) foi
associado a duas formas de ataxia espinocerebelar. Uma, considerada congénita e
nao progressiva, denominada ataxia espinocerebelar 29 (SCA29); e outra, de inicio
mais tardio e de progressao lenta, chamada SCA15. A SCA15 foi inicialmente
associada ao I/ITPR1 por Van de Leemput e colaboradores em 2007 apds a
identificacdo de familias com deleg¢des envolvendo varios éxons do gene. Nos anos
seguintes, outras familias com o fenétipo de ataxia e delegbes no ITPR1 também
foram identificadas (SYNOFZIK et al, 2011; MARELLI et al, 2011). A SCA29 foi
mapeada no cromossomo 3 ainda em 2004 (DUDDING et al, 2004), mas apenas em
2012, Huang e colaboradores identificaram uma variante em heterozigose no gene
(p.-Val1553Met) na familia originalmente descrita por Dudding, e também uma
segunda variante (p.Asn602Asp) em uma familia canadense com quadro similar.

Adicionalmente, o ITPR1 também esta associado a sindrome de Gillespie
(OMIM # 206700), usualmente de heranga autossOmica recessiva, mas também
reportada associada a heranga dominante.
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1.3.6. MME - Possivel

O gene MME (membrane metalloendopeptidase, OMIM* 120520) foi associado
a ataxia espinocerebelar 43 (SCA43) por Depondt e colaboradores em 2016, apds a
identificac&o de variante (p.Cys143Tyr) em heterozigose em uma familia belga com 5
geragdes de individuos com quadro de ataxia de inicio na vida adulta.

Além disso, este gene também esta associado a doenga de Charcot-Marie-
Tooth tipo 2T, de heranga usualmente autossémica recessiva.

1.3.7. TRPC3 - Duvidoso

O gene TRPC3 (transient receptor potential cation channel subfamily C member
3, OMIM* 602345) foi inicialmente associado a ataxia espinocerebelar 41 (SCA41)
apos Fogel e colaboradores (2015) identificarem a variante p.Arg762His em
heterozigose em um individuo com ataxia de marcha e perda de equilibrio. Apesar da
variante ndo ter sido herdada da mae, o material do genitor ndo estava disponivel para
investigacédo da origem da variante e dessa forma, os pesquisadores concluiram que
eram necessarios estudos adicionais para estabelecer a associagao da variante ao

fendtipo.

1.3.8. FAT2 - Duvidoso

Em uma familia com cinco individuos afetados com uma forma de ataxia
espinocerebelar de inicio apos os 40 anos, Nibbeling e colaboradores (2017)
identificaram a variante p.Lys3586Asn, no gene FAT2 (FAT atypical cadherin 2,
OMIM* 604269). Adicionalmente, individuo com ataxia lentamente progressiva e
disartria teve outra variante identificada no gene (p.Arg3649Gin), contudo estudos de
segregacao da variante ndo foram possiveis na familia. Atualmente o FATZ encontra-
se associado ao fendtipo de ataxia espinocerebelar 45 (SCA45) no OMIM.

1.3.9. ELOVLS - Definitivo

O gene ELOVLS (ELOVL fatty acid elongase 5, OMIM* 611805) foi inicialmente
associado ao fendtipo de ataxia espinocerebelar 38 (SCA38) por Di Gregorio e
colaboradores (2014) a partir de estudo de ligagdo em uma familia italiana com

individuos com ataxia de inicio adulto. Posteriormente, a variante p.Gly230Val
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identificada na familia foi também identificada em outras duas familias italianas nao
relacionadas, que também apresentavam individuos com o fendtipo, totalizando 19

individuos sintomaticos com a variante entre as trés familias.

1.3.10. ELOVL4 - Definitivo

O gene ELOVL4 (ELOVL fatty acid elongase 4, OMIM* 605512) foi associado
ao fendtipo de ataxia espinocerebelar 34 (SCA34) apds Cadieux-Dion e colaboradores
identificarem, em 2014, a variante p.Leu168Phe em heterozigose em uma grande
familia franco-canadense que foi inicialmente descrita por Giroux e Barbeau em 1972.
Contudo, quatro individuos jovens ndo afetados da familia eram portadores da
variante, informacdo esta que foi atribuida a uma penetrancia incompleta.
Posteriormente, outra variante (p.Trp246Gly) foi identificada por Ozaki e
colaboradores (2015) em duas familias japonesas nao relacionadas.

Adicionalmente, o ELOVL4 também é associado aos fenétipos de doencga de
Stargardt 3 (OMIM # 600110) e Ictiose, tetraplegia espastica e comprometimento do
desenvolvimento intelectual (OMIM # 614457).

1.3.11. GRM1 - Definitivo

O gene GRM1 (glutamate metabotropic receptor 1, OMIM* 604473) foi
associado a ataxia espinocerebelar 44 (SCA44) a partir da identificacdo de variantes
em duas familias ndo relacionadas descritas por Watson e colaboradores em 2017.
Foram identificados sete individuos que apresentavam ataxia progressiva de inicio na
vida adulta. Em uma terceira familia, foi identificada uma variante de novo em uma
crianga com manifestag&o precoce dos sintomas (p.Gly1056Argfs*49).

Adicionalmente, variantes em homozigose ou heterozigose composta no
GRM1 estéo associadas a ataxia espinocerebelar autossémica recessiva 13 (OMIM #
614831).

1.3.12. SAMDIL - Possivel

O gene SAMDOIL (sterile alpha motif domain containing 9 like, OMIM* 611170)
foi associado a ataxia espinocerebelar 49 (SCA49) apds Corral-Juan e colaboradores
(2022) reportarem uma familia com cinco geragdes de individuos sintomaticos,

totalizando 11 pacientes. Destes, seis foram incluidos no estudo de ligagdo no qual a
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variante p.Ser626Leu foi identificada em heterozigose; outros seis individuos
saudaveis da familia foram testados e a variante nao foi identificada.

Adicionalmente, esse gene foi também associado aos fenétipos de sindrome
ataxia-pancitopenia (OMIM # 159550) e monossomia 7 - sindrome mielodisplasica e
leucemia mieldide aguda (OMIM # 252270).

1.3.13. SPTBN2 - Definitivo

O gene SPTBNZ2 (spectrin beta, non-erythrocytic 2, OMIM* 604985) foi
associado a ataxia espinocerebelar 5 (OMIM # 600224 ) a partir de um estudo realizado
por lkeda e colaboradores (2006) na familia descendente do presidente
estadunidense Abraham Lincoln com 11 gerag¢des de individuos portadores de ataxia
progressiva (90 individuos), além de duas outras familias. Posteriormente outras
variantes, inclusive de novo, foram descritas também em individuos com
manifestagbes precoces do fendtipo (JACOB et al, 2012; PAROLIN
SCHNEKENBERG et al, 2015).

Adicionalmente, esse gene esta associado a ataxia espinocerebelar
autossémica recessiva 13 (OMIM # 614831).

1.3.14. FGF14 - Definitivo

O gene FGF14 (fibroblast growth factor 14, OMIM* 601515) foi inicialmente
associado a ataxia espinocerebelar 27A (SCA27A) a partir de um estudo em uma
familia holandesa por van Swieten e colaboradores em 2003 que identificou uma
variante (p.Phe145Ser) em trés geragdes de individuos afetados. Posteriormente,
outras familias com quadros de ataxia espinocerebelar também tiveram outras
variantes de ponto identificadas no FGF14. Em 2023, o gene também foi associado a
forma de SCA27B, de inicio tardio, apés um estudo com 128 pacientes (PELLERIN et
al, 2023) identificar uma regido de expansé&o de trinucleotideos (GAA) no intron 1 do

gene.

1.3.15. CCDC88C - Duvidoso

O gene CCDC88C (coiled-coil domain containing 88C, OMIM* 611204) foi
associado a ataxia espinocerebelar 40 (SCA40) por Tsoi e colaboradores em 2014, a
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partir da identificagdo de uma variante (p.Arg464His) que segregou com cinco
individuos de uma familia chinesa com ataxia de inicio tardio.

Além do fendtipo de ataxia espinocerebelar, o CCDC88C também foi associado
a hidrocefalia congénita 1 (OMIM #236600), de heranga autossémica recessiva.

1.3.16. TTBK2 - Definitivo

O gene TTBKZ2 (tau tubulin kinase 2, OMIM* 611695) foi associado a ataxia
espinocerebelar 11 (SCA11) por Houlden e colaboradores (2008) apds analise de 54
genes em duas familias, uma com oito geragdes de individuos e outra com trés
geracgdes de individuos com o fendtipo de ataxia progressiva, atrofia cerebelar e
alteracbes oculares. Foram identificadas, respectivamente, as variantes

p.Arg444Thrfs*7 e p.Glu429Aspfs*21 em heterozigose no gene.

1.3.17. CACNA1G - Definitivo

O gene CACNA1G (calcium voltage-gated channel subunit alphal G, OMIM*
604065) foi associado a ataxia espinocerebelar 42 (SCA42) apos Coutelier e
colaboradores e Morino e colaboradores identificarem por volta da mesma época em
2015, familias francesas e japonesas com a variante p.Arg1715His. Posteriormente,
em 2018, o gene foi também associado a SCA42 de inicio precoce com déficit do
neurodesenvolvimento (CHEMIM et al, 2018).

1.3.18. NPTX1 - Definitivo

O gene NPTX1 (neuronal pentraxin 1, OMIM* 602367) foi associado a ataxia
espinocerebelar 50 (SCA50) em 2022 em um trabalho de Coutelier e colaboradores
que identificou 2 variantes (p.Gly389Arg e p.Glu327Gly) em heterozigose em 6
familias n&o relacionadas que apresentavam o fenoétipo. As variantes segregaram com
a presenca de manifestagdes clinicas nas familias. Variantes de novo foram
posteriormente descritas (DEPPE et al, 2022), inclusive em individuo com inicio dos

sintomas ainda na primeira infancia (SCHOGGL et al, 2022).
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1.3.19. AFG3L2 - Definitivo

O gene AFG3L2 (AFG3 like matrix AAA peptidase subunit 2, OMIM* 604581)
foi associado ao fenotipo de ataxia espinocerebelar 28 (SCA28) apds Cagnoli, Di Bella
e colaboradores identificarem mais de seis variantes diferentes em familias de
europeus caucasianos em 2010.

Adicionalmente este gene também foi associado ao fenotipo de atrofia Optica
12 (OMIM # 618977), de heranga autossomica dominante, e a ataxia espastica 5
(OMIM # 614487), de heranga autossGmica recessiva.

1.3.20. EEF2 - Possivel

A ataxia espinocerebelar 26 (SCAZ26) foi associada ao gene EEF2 (eukaryotic
translation elongation factor 2, OMIM* 130610) por Hekman e colaboradores em 2012.
Eles identificaram uma variante em uma familia norueguesa com seis geragdes de
individuos acometidos que havia sido descrita em 2005 por Yu e colaboradores. Os
individuos apresentavam uma forma pura, lentamente progressiva e de inicio na vida

adulta de ataxia cerebelar com atrofia de cerebelo visivel na neuroimagem.

1.3.21. CACNA1A - Definitivo

O gene CACNA1A (calcium voltage-gated channel subunit alpha1 A, OMIM *
601011) esta associado a uma das formas de SCAs mais conhecidas, a SCA6. O
principal mecanismo descrito é a expansao de repeticdbes CAG no éxon 47 do gene
(KORDASIEWICZ; GOMEZ, 2007), no entanto ainda em 1997, mesmo ano da
associagao inicial, Yue e colaboradores identificaram uma variante de ponto em uma
paciente com perda de coordenacéao e equilibrio com atrofia cerebelar na ressonéancia
magnética.

Adicionalmente, o CACNA1A esta associado aos fendtipos de encefalopatia
epiléptica e do desenvolvimento 42 (OMIM # 617106), ataxia episddica tipo 2 (OMIM
#108500) e enxaqueca hemiplégica (OMIM # 141500), todos de heranga autossémica

dominante.

1.3.22. PLD3 - Possivel

Nibbeling e colaboradores identificaram, em 2017, uma variante no gene PLD3
(phospholipase D family member 3, OMIM* 615698) em oito membros afetados de
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uma familia holandesa descrita por Van Dijk e colaboradores em 1995 e descreveram
assim a ataxia espinocerebelar 46 (SCA46). Os familiares tiveram inicio dos sintomas
na idade adulta e lentamente progressivos, em um primeiro momento apresentando
dificuldades para andar no escuro. A maior parte dos pacientes apresenta neuropatia

sensorial e apenas alguns apresentam atrofia cerebelar na neuroimagem.

1.3.23. KCNC3 - Definitivo

Em 2006, Waters e colaboradores associaram o gene KCNC3 (potassium
voltage-gated channel subfamily C member 3, OMIM* 176264) a ataxia
espinocerebelar 13 (SCA13), apos duas variantes serem identificadas em individuos
sintomaticos em duas familias, uma de origem filipina e outra francesa. O inicio dos
sintomas ocorreu de forma mais tardia e branda na familia filipina, enquanto na familia

francesa, além da ataxia, os pacientes possuiam algum grau de deficiéncia intelectual.

1.3.24. PRKCG - Definitivo

O gene PRKCG (protein kinase C gamma, OMIM* 176980) foi associado a
ataxia espinocerebelar 14 (SCA14) por Chen e colaboradores em 2003 apds a
identificacdo de variantes no gene em trés familias com formas de ataxia cerebelar,
uma delas na familia ja anteriormente descrita por Brkanac e colaboradores (2002),
em que o locus foi mapeado na regidao 19913.4. Também em 2003, Yabe e
colaboradores identificaram uma variante em 11 membros de uma familia, contudo a
variante estava presente em dois portadores assintomaticos, um de 76 anos,
indicando a possibilidade de penetrancia incompleta. Posteriormente, em 2005, Chen
e colaboradores identificaram outras trés variantes em individuos com ataxia

espinocerebelar.

1.3.25. PDYN - Duvidoso

O gene PDYN (prodynorphin, OMIM* 131340) foi associado a ataxia
espinocerebelar 23 (SCA23) quando em 2010, Bakalkin e colaboradores identificaram
a variante p.Arg138Ser em uma familia holandesa com uma forma de inicio tardio de
ataxia, descrita originalmente por Verbeek e colaboradores (2004). No trabalho, foi
realizado um estudo de ligagdo com controles familiares e individuos sintomaticos,

sendo identificada a regido localizada em 20p13-p12.3. Logo apos a identificagao da
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variante por Bakalkin, outras familias holandesas também de individuos adultos com

sinais de ataxia foram rastreadas e novas variantes foram identificadas no PDYN.

1.3.26. TGMG6 - Duvidoso

O gene TGM6 (transglutaminase 6, OMIM* 613900) foi associado a ataxia
espinocerebelar 35 (SCA35) apos Wang e colaboradores (2010) identificarem no gene
uma variante (p.Leu517Trp) em heterozigose que segregou completamente em uma
familia chinesa com quatro geragdes de individuos com uma forma de ataxia de inicio
adulto e lentamente progressiva. Adicionalmente, no mesmo trabalho, outra variante
(p-Asp327Gly) foi descrita em duas irmas também de origem chinesa. A penetrancia
da doenca foi estimada em 95%.
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2. JUSTIFICATIVA

Os bancos de dados gendmicos sao ferramentas importantissimas para auxiliar
na interpretacdo da associagdo gene-fendtipo e no diagndstico molecular.
Considerando que muitos desses bancos foram estabelecidos nos ultimos dez anos,
e que muitas das associagdes dos genes as SCAs foram estabelecidas antes disso,
é relevante revisitarmos e reavaliarmos os genes e variantes inicialmente descritos

para esse fenotipo.
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3. OBJETIVOS

Considerando o grupo de SCAs associadas a variantes de ponto, esse estudo

tem como objetivos:

(1) Reavaliar a associacdo dos genes com o fenotipo, considerando a
consisténcia dos dados publicados em relacéo a clinica e achados moleculares;

(2) Revisar a classificagcdo da patogenicidade de variantes previamente
publicadas, considerando sua frequéncia em bancos populacionais e estudos de
segregagao;

(3) Categorizar a associagédo do gene com o fenétipo como definitiva, possivel

ou duvidosa, a partir dos dados obtidos em (1) e (2)
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4, MATERIAL E METODOS

Para execucao do trabalho aqui desenvolvido foram levantadas todas as
entradas associadas a Ataxia Espinocerebelar (PS164400) no OMIM. Até agosto de
2023 foram identificadas 48 entradas, uma a qual estava associada a Esclerose
Lateral Amiotréfica (ELA), sendo desta forma desconsiderada da analise inicial.

As 47 entradas e genes associados a Ataxia Espinocerebelar foram entéo
individualmente analisados considerando o mecanismo de patogenicidade associado,
sendo selecionados apenas aqueles com variantes de ponto ja descritas e reportadas
na literatura, resultando em 26 genes a serem considerados neste trabalho. Foram
desconsiderados genes que possuem como mecanismo de patogenicidade apenas
expansoes, CNVs, possivel associagao digénica e grandes inser¢des. Os detalhes da
selecdo podem ser observados na Figura 3.

Ap0s identificacdo dos 26 genes, foram levantadas todas as variantes no OMIM
associadas ao fendétipo de SCA de cada um dos 26 genes. Essas variantes foram
pesquisadas nos bancos de dados genémicos gnomAD (v2 e v3), TOPMed (BRAVO
- TOPMed Freeze 10) e ABraOM (hg19 e hg38) para analise de suas frequéncias
populacionais, bem como, por meio dos trabalhos na literatura que as identificaram,
foi verificada a existéncia de estudos de segregacdo. Em virtude da falta de
caracterizagdo dos estudos doenca-especifico englobados no gnomAD v4 até a
finalizagao deste trabalho, as variantes com frequéncia neste banco foram analisadas

mas ndo contribuem diretamente para os resultados aqui apresentados.

Uma classificagao inicial da associagdo do gene com o fendtipo de SCA foi
realizada (ver secao 4.4). Para os genes nas categorias “Possivel” e “Duvidosa” foram
entdo consideradas as variantes presentes no repositorio ClinVar que diferem das ja
descritas no OMIM. Para aqueles em que nao ha associagdo com outro fendtipo que
nao o de SCA, foram levantadas todas as variantes classificadas como provavelmente
patogénica ou patogénica. Para os genes com mais de um fendétipo OMIM, as
variantes provavelmente patogénica ou patogénica foram filtradas e foram
consideradas apenas aquelas em que, no depdsito no ClinVar, a condicdo de SCA

estivesse associada diretamente a variante.
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Assim, considerando as variantes identificadas no OMIM, ClinVar, sua
frequéncia populacional e estudos de segregacao, foi realizada a classificagao final
dos 26 genes OMIM.
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Figura 3: Diagrama indicando como foi realizada a filtragem dos genes associados ao
fendtipo de ataxia espinocerebelar autossémica dominante no OMIM.




4.1. pLI e Z-score
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Os dados de intolerancia a perda de funcéo (pLl) e a intolerancia a variagbes

(Z-score) (LEK et al, 2016) dos genes também foram obtidos no gnomAD v2 e

considerados para as analises dos genes e suas variantes (Tabela 2).

Tabela 2: Dados de pLI e Z-score dos genes

Gene pLlI Z-score
AFG3L2 0 1,99
CACNA1A 1 5,78
CACNA1G 1 4,64
ccDcssc 0 0,71
EEF2 1 4,88
ELOVL4 0,83 1,19
ELOVLS5 0,93 1,52
FAT2 0 0,72
FGF14 0,91 1,76
GRM1 0,14 2,58
ITPR1 1 5,6
KCNC3 0,21 3,04
KCND3 0,99 3,85
MME 0 0,36
NPTX1 0,63 1,87
PDYN 0 -0,53
PLD3 0 1
PNPT1 0 0,42
PRKCG 1 3,06
PUM1 1 4,42
SAMDIL 0 1,63
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Gene pLI Z-score

SPTBN2 0 2,63

TGM6 0 -0,82

TMEM240 0,23 1,55

TRPC3 0 3,84

TTBK2 1 1,39
4.2, Categorizagao dos genes

Foram estabelecidas trés categorias para classificacdo da associagao do gene
com o fen6tipo de SCA. Sao elas:

. Definitiva: associagdo gene-fendtipo indiscutivel considerando a
frequéncia populacional das variantes e estudos de segregacgédo. Foram considerados
nessa categoria genes com pelo menos trés variantes ausentes em bancos
populacionais e com estudo de segregagao compativel com manifestagdes clinicas.
Genes com apenas duas variantes, desde que estas apresentem mais de uma familia
descrita na literatura, também foram considerados;

o Possivel: genes nos quais a frequéncia populacional das variantes é
compativel, mas poucas variantes descritas para a associagdo ser considerada
definitiva. Foram considerados nessa categoria genes com uma ou duas variantes
ausentes ou em frequéncia extremamente baixa em bancos populacionais e com
estudo de segregagao compativel com manifestagdes clinicas;

. Duvidosa: genes com variantes com frequéncia e/ou estudo de
segregacao incompativel com o fendétipo de SCA. Foram consideradas nessa
categoria genes em que, independente do numero de variantes, estas possuem alta
frequéncia populacional, ndo compativel com uma doenga autossémica dominante
usualmente de inicio tardio, mesmo que considerando a possibilidade de penetrancia

incompleta.
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4.3. Classificagao das variantes

Para classificacdo das variantes reportadas no OMIM e no repositério de
variantes ClinVar em patogénica, provavelmente patogénica, VUS, provavelmente
benigna e benigna foram utilizados os guidelines publicados pelo American College of
Medical Genetics and Genomics (ACMG) (RICHARDS et al, 2015). Entre os critérios

utilizados para a execugao desse trabalho destacam-se:

e PM2: Variante ausente em individuos controles de bancos
populacionais;

e PMG6: Variante considerada de novo, mas sem confirmacdo de
paternidade e maternidade;

e PP3: Multiplos fatores computacionais indicam um efeito deletério da
variante no gene ou em seu produto (ex: conservagao, evolugao,
impacto no splicing, etc);

e PP1/PP1_M/PP1_S: Segregacédo da variante em multiplos individuos
sintomaticos da familia, em um gene em que a associagdo com a doenga
€ considerada definitiva. Ressalta-se entdo, que esse critério sé foi
considerado para variantes em genes em que a associagao gene-

fendtipo foi considerada definitiva por esse trabalho.
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5. RESULTADOS

5.1. Genes

O trabalho compreendeu a analise de 26 genes associados a SCAs por
variantes de ponto no OMIM até agosto de 2023 (Tabela 3).

Tabela 3: Genes selecionados para analise da associagéo gendtipo-fenotipo de SCA

Fenotipo SCA Ano da associagao Autor/
Gene (OMIM #) inicial* Referéncia
TMEM240 SCA21 (# 607454) 2014 Delplanque et al. (2014)
PUM1 SCAA47 (#617931) 2018 Gennarino et al. (2018)
KCND3 SCA19 (# 607346) 2012 Lee et al. (2012)
PNPT1 SCA25 (# 608703) 2022 Barbier et al. (2022)
ITPR1 SCA15 (# 606658) 2007 Van de Leemput et al.
(2007)

SCA29 (# 117360) 2012 Huang et al. (2012)
MME SCA43 (# 617018) 2016 Depondt et al. (2016)
TRPC3 SCA41 (# 616410) 2015 Fogel et al. (2015)
FAT2 SCA45 (# 617769) 2017 Nibbeling et al. (2017)
ELOVLS SCA38 (# 615957) 2014 Di Gregorio et al. (2014)
ELOVL4 SCA34 (# 133190) 2014 Cadieux-Dion et al. (2014)

GRM1 SCA44 (# 617691) 2017 Watson et al. (2017)
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Fenotipo SCA Ano da associagao Autor/

Gene (OMIM #) inicial* Referéncia
SAMDIL SCA49 (# 619806) 2022 Corral-Juan et al. (2022)
SPTBN2 SCAS5 (# 600224) 2006 Ikeda et al. (2006)
FGF14 SCA27A (# 193003) 2003 van Swieten et al. (2003)

SCA27B (# 620174) 2023 Pellerin et al. (2023)
CCcDC88C SCA40 (# 616053) 2014 Tsoi et al. (2014)
TTBK2 SCA11 (# 604432) 2007 Houlden et al. (2007)
CACNA1G SCA42 (# 616795) 2015 Coutelier et al. (2015)
NPTX1 SCA50 (# 620158) 2022 Coutelier et al. (2022)
AFG3L2 SCAZ28 (# 610246) 2010 Di Bella et al. (2010)
EEF2 SCA26 (# 609306) 2012 Hekman et al. (2012)
CACNA1A SCAG (# 183086) 1997 Ishikawa et al. (1997)
PLD3 SCA46 (# 617770) 2017 Nibbeling et al. (2017)
KCNC3 SCA13 (# 605259) 2006 Waters et al. (2006)
PRKCG SCA14 (# 605361) 2003 Chen et al. (2003)
PDYN SCA23 (# 610245) 2010 Bakalkin et al. (2010)
TGM6 SCA35 (# 613908) 2010 Wang et al. (2010)
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* Foi considerada associagao inicial o trabalho que estabeleceu a primeira correlagéo do gene com o
fendétipo em questao.

5.2. Variantes

5.2.1. Variantes OMIM

Foram identificadas 93 variantes de ponto descritas no OMIM
associadas aos 26 genes. As variantes estdo identificadas na Tabela 4. Nove
variantes ndo estavam reportadas no OMIM, mas foram descritas nos artigos de
associagdo do gene ao fenotipo de SCA. Os genes e respectivos transcritos de
referéncia estao indicados no Anexo A.

Os genes AFG3L2, PRKCG e KCND3 possuem, respectivamente, 11, 10 e 7
variantes descritas, enquanto os genes EEF2, PLD3, CCDC88C, SAMDIL e MME

possuem apenas 1 variante descrita no OMIM associada ao fenétipo de SCA.

Tabela 4: Variantes OMIM

Gene p- C. Posicao GRCh38
TMEM240 p.Pro170Leu c.509C>T 1-1535372-G-A
TMEM240 p.Tyr163* c.489C>G 1-1535392-G-C
TMEM?240 p.Arg116Cys c.346C>T 1-1535616-G-A
TMEM240 p.Thr80Met c.239C>T 1-1535723-G-A
TMEM240 p.Arg171Trp c.511C>T 1-1535370-G-A
TMEM240 p.Glu149Lys A C.445G>A 1-1535436-C-T

PUM1 p.Arg1139Trp c.3415C>T 1-30936663-G-A

PUM1 p.Arg1147Trp c.3439C>T 1-30933339-G-A

PUM1 p.Thr1035Ser c.3103A>T 1-30942015-T-A

KCND3 p.Phe227del €.680_682del 1-111982044-CAGA-C




44

Gene p- C. Posicao GRCh38
KCND3 p.Gly345Val A c.1034G>T 1-111981693-C-A
KCND3 p.Val338Glu A c.1013T>C 1-111981714-A-G
KCND3 p.Thr377Met A c.1130C>T 1-111787083-G-A
KCND3 p.Thr352Pro c.1054A>C 1-111981673-T-G
KCND3 p.Met373lle c.1119G>A 1-111787094-C-T
KCND3 p.Ser390Asn c.1169G>A 1-111787044-C-T
PNPT1 - €.2069+3A>G 2-55643155-T-C
PNPT1 - €.2014-3C>G 2-55643216-G-C
PNPT1 p.Lys697Asnfs*6 A c.2091delA 2-55640683-AT-A
ITPR1 p.Pro1059Leu c.3176C>T 3-4683472-C-T
ITPR1 p.Val1553Met c.4657G>A 3-4706193-G-A
ITPR1 p.Asn602Asp c.1804A>G 3-4667467-A-G
ITPR1 p.Arg36Cys c.106C>T 3-4521037-C-T
MME p.Cys143Tyr c.428G>A 3-155116548-G-A
TRPC3 p.Arg762His €.2285G>A 4-121903030-C-T
FAT2 p.Lys3586Asn c.10758G>C 5-151521835-C-G
FAT2 p.Arg3649Gin c.10946G>A 5-151521647-C-T
ELOVLS p.Gly230Val c.689G>T 6-53270660-C-A
ELOVL5 p.Leu72VAL c.214C>G 6-53291808-G-C
ELOVL4 p.Leu168Phe €.504G>C 6-79921662-C-G
ELOVL4 p.Trp246Gly c.736T>G 6-79916817-A-C
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Gene p- C. Posicao GRCh38
GRM1 p.Tyr792Cys c.2375A>G 6-146399414-A-G
GRM1 p.Tyr262Cys c.785A>G 6-146159432-A-G
GRM1 p.Gly1056Argfs*49 €.3165dup 6-146434372-G-GC
SAMDIL p.Ser626Leu c.1877C>T 7-93134095-G-A
SPTBN2  p.Glu532_Met544del €.1596_1634del 11-66707534-
SPTBN2 p.Leu629 Arg634 ¢.1886_1900del 11-66705375-CGCCGCGCC
delinsTrp GCTGCCA-C
SPTBN2 p.Leu253Pro c.758T>C 11-66713645-A-G
SPTBN2 p.Arg480Trp c.1438C>T 11-66707731-G-A
FGF14 p.Phe145Ser c.434T>C 13-101726785-A-G
FGF14 p.Arg163Aspfs*13 c.487del 13-101726731-CT-C
FGF14 p.Lys177* C.529A>T 13-101726690-T-A
FGF14 p.lle71Asnfs*27 c.211dup 13-101875278-A-AT
FGF14 p.Glu147* c.439G>T 13-101726780-C-A
FGF14 p.Tyr162* A c.486_487del 13-101726732-TGT-T
CCDC88C p.Arg464His c.1391G>A 14-91321256-C-T
TTBK2 p.Arg444Thrfs*7 ¢.1329dup 15-42777110-G-GT
TTBK2 p.Glu429Aspfs*21 €.1287_1288del 15-42777151-ATC-A
CACNA1G p.Arg1715His c.5144G>A 17-50617560-G-A
CACNA1G p.Ala961Thr c.2881G>A 17-50592063-G-A
CACNA1G p.Met1531Val c.4591A>G 17-50607905-A-G
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Gene p- C. Posicao GRCh38
NPTX1 p.Gly389Arg c.1165G>A 17-80470947-C-T
NPTX1 p.Glu327Gly c.980A>G 17-80471829-T-C
NPTX1 p.Arg143Leu c.428G>T 17-80476019-C-A
NPTX1 p.GIn370Arg c.1109A>G 17-80471003-T-C
AFG3L2 p.Glu691Lys c.2071G>A 18-12337445-C-T

AFG3L2 p.Ser674Leu .2021_2022delinsTA 18-12337494-GG-TA
AFG3L2 p.Ala694Glu c.2081C>A 18-12337435-G-T
AFG3L2 p.Arg702GIn c.2105G>A 18-12337411-C-T
AFG3L2 p.Asn432Thr c.1295A>C 18-12353028-T-G
AFG3L2 p.-Met666Val c.1996A>G 18-12337520-T-C
AFG3L2 p.Met666Arg c.1997T>G 18-12337519-A-C
AFG3L2 p.Met666Thr A c.1997T>C 18-12337519-A-G
AFG3L2 p.Gly671Arg c.2011G>A 18-12337505-C-T
AFG3L2 p.Gly671Glu A c.2012G>A 18-12337504-C-T
AFG3L2 p.Thr654lle c.1961C>T 18-12340220-G-A
EEF2 p.Pro596His c.1787C>A 19-3978099-G-T
CACNA1A p.Gly293Arg c.877G>A 19-13359707-C-T
CACNA1A p.Arg582GIn c.1745G>A 19-13308452-C-T
CACNA1A p.lle1708Thr c.5123T>C 19-13235219-A-G
PLD3 p.Leu308Pro c.923T>C 19-40374524-T-C
KCNC3 p.Arg420His c.1259G>A 19-50323694-C-T
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Gene p- C. Posicao GRCh38
KCNC3 p.Phe448Leu c.1344C>A 19-50323609-G-T
KCNC3 p.Thr428lle c.1283C>T 19-50323670-G-A
PRKCG p.His101Tyr c.301C>T 19-53889653-C-T
PRKCG p.Ser119Pro c.355T>C 19-53889707-T-C
PRKCG p.Gly128Asp c.383G>A 19-53889735-G-A
PRKCG p.Gly118Asp c.353G>A 19-53889705-G-A
PRKCG p.GIn127Arg c.380A>G 19-53889732-A-G
PRKCG p.Phe643Leu c.19277>C 19-53906728-T-C
PRKCG p.Ser361Gly c.1081A>G 19-53898100-A-G
PRKCG p.Arg41Pro A c.122G>C 19-53882616-G-C
PRKCG p.His101GIn c.303C>G 19-53889655-C-G
PRKCG p.Asp480Tyr c.1438G>T 19-53900612-G-T

PDYN p.Arg138Ser c.414G>T 20-1980674-C-A

PDYN p.Arg215Cys c.643C>T 20-1980445-G-A

PDYN p.Leu211Ser c.632T>C 20-1980456-A-G

PDYN p.Arg212Trp c.634C>T 20-1980454-G-A

TGM6 p.Leu517Trp c.1550T>G 20-2417445-T-G

TGM6 p.Asp327Gly c.980A>G 20-2400435-A-G

TGM6 p.Asp510His c.1528G>C 20-2417423-G-C

TGM6 p.Arg111Cys c.331C>T 20-2395343-C-T

TGM6 p.Glu574del €.1722_1724del 20-2430484-AAAG-A
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A = variante nao reportada no OMIM, mas descrita em artigo de associagdo do gene ao fendtipo de
SCA.

5.2.1.1. Frequéncia populacional — Variantes OMIM

Na Tabela 5 podem ser observadas as frequéncias das variantes OMIM nos
bancos populacionais. Foram adicionadas apenas as variantes com pelo menos 1
heterozigoto em um dos bancos populacionais pesquisados, todas as demais
variantes OMIM estavam ausentes nos bancos. Nenhuma das variantes foi
identificada no ABraOM hg19.

As variantes com frequéncia no gnomAD v4 estao identificadas no Anexo B.
Ressalta-se que, para variantes ja com frequéncia populacional nos demais bancos,
o0 numero de individuos foi elevado. Sete variantes OMIM que n&o haviam sido
identificadas nos demais bancos estdo presentes, no geral, em baixa frequéncia
populacional no gnomAD v4. Devido a limitagao de caracterizagao dos grupos doenga-
especifico, essas informagdes nao foram utilizadas para a classificagao das variantes
e categorizagao dos genes deste trabalho.

Tabela 5: Variantes OMIM com frequéncia de heterozigotos em bancos populacionais

V2 - V3 -

Gene Variante gn?’?AD Non- gnc\\lrgAD Non- 1“-"23 AI:;a:gM
TOPMed TOPMed
TMEM240 p.Arg116Cys - c.346C>T 4 4 6 2 6 0
TMEM240 p.Thr80Met - c.239C>T 7 6 6 3 11 0
TMEM240 p.Arg171Trp - c.511C>T 0 - 3 2 4 1
TMEM240 p.Glu149Lys A - c.445G>A 3 3 4 3 5 0
PUM1 p.Thr1035Ser - c.3103A>T 2 2 0 - 0 0
KCND3 p.Thr377Met A - c.1130C>T 0 - 0 - 1 0
MME p.Cys143Tyr - c.428G>A 0 - 0 - 3 0
TRPC3 p.Arg762His - c.2285G>A 3 3 2 1 4 0
FAT2 p.Lys3586Asn - c.10758G>C 2 2 2 3 0
FAT2 p.Arg3649Gin - c.10946G>A 2 2 4 5 0
CCDC88C p.Argd64His - c.1391G>A 62 61 19 13 52 0
NPTX1 p.Gly389Arg - c.1165G>A 1 1 1 0 1 0
AFG3L2 p.Arg702GIn - c.2105G>A 1 1 1 0 2 0
CACNA1A p.Arg582GIn - c.1745G>A 1 1 0 - 0 0
PLD3 p.Leu308Pro - ¢.923T>C 2 1 2 1 1 0
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Gene Variante gn%’;AD r}llgn- gnc‘\lr;AD r}llgn- 1I\-Ilc¢:Z Aﬁ;zOBM
TOPMed TOPMed
PDYN p.Arg138Ser - c.414G>T 17 15 12 6 24 1
PDYN p.Arg215Cys - .643C>T 3 3 2 1 3 0
PDYN p.Leu211Ser - c.632T>C 6 5 2 0 0
PDYN p.Arg212Trp - ¢.634C>T 11 10 4 3 0
TGM6 p.Leu517Trp - ¢.1550T>G 41 41 9 6 12 0
TGM6 p.Asp327Gly - c.980A>G 24 24 3 3 2 0
TGM6 p.Asp510His - ¢.1528G>C 42 42 10 8 20 0
TGM6 p.Arg111Cys - ¢.331C>T 7 7 4 2 11 0
TGM6 p.Glu574del - 1 1 0 ) 0 0

c.1722_1724del

A = variante nao reportada no OMIM, mas descrita em artigo de associagdo do gene ao fenoétipo de

SCA.

5.2.1.2. Estudos de segregagao — Variantes OMIM

As variantes descritas no OMIM com informagdes de estudos de segregacéo

disponiveis encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6: Estudos de segregagéao das variantes OMIM

Gene Variante Estudo de segregagao Controles familiares

TMEM240 ¢.509C>T 17 familia: ND -
22 familia: de novo e mais um sintomatico -

TMEM240 c.489C>G 2 individuos sintomaticos Sim
TMEM240 c.346C>T De novo -

TMEM240 c.239C>T 1 individuo sintomatico Sim

TMEM240 c.511C>T 1 individuo sintomatico Sim
TMEM?240 c.445G>A ND -
PUM1 c.3415C>T De novo -
PUM1 c.3439C>T De novo -

PUM1 c.3103A>T 4 individuos sintomaticos | Sim

1 portador assintomatico
KCND3 ¢.680_682del 12 familia: 13 individuos sintomaticos Sim
22 familia: 8 individuos sintomaticos Sim
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Gene Variante Estudo de segregagao Controles familiares
KCND3 c.1034G>T 12 familia: 4 individuos sintomaticos | Sim
1 portador assintomatico -
KCND3 c.1013T7>C ND -
KCND3 c.1130C>T 3 individuos sintomaticos Nao
KCND3 c.1054A>C 12 individuos sintoméaticos Sim
KCND3 c1119G>A 2 individuos sintomaticos | Sim
1 portador assintomatico
KCND3 c.1169G>A ND -
PNPT1 c.2069+3A>G 7 individuos sintomaticos | Sim
1 portador assintomatico
PNPT1 c.2014-3C>G 8 individuos sintomaticos Sim
PNPT1 c.2091delA 1 individuo sintomatico | 1 portador Sim
assintomatico aos 86 anos
ITPR1 c.3176C>T Sim (sem informagdes adicionais) Sim
ITPR1 c.4657G>A 12 individuos sintoméaticos Sim
ITPR1 c.1804A>G ND -
ITPR1 c.106C>T 3 individuos sintomaticos Sim
MME c.428G>A 7 individuos sintomaticos Sim
TRPC3 c.2285G>A ND -
FAT2 c.10758G>C 5 individuos sintomaticos Sim
FAT2 c.10946G>A ND -
8 individuos sintomaticos Sim
ELOVL5 c.689G>T 3 individuos sintomaticos Sim
8 individuos sintomaticos testados Sim
ELOVL5 c.214C>G ND -
12 individuos sintomaticos (SCA com ou
ELOVL4 c.504G>C sem EKV) e 3 EKV - jovens | Sim
4 portadores assintomaticos (jovens)
7 individuos sintomaticos Sim
ELOVL4 c.736T>G

2 individuos sintomaticos testados
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Gene Variante Estudo de segregagao Controles familiares
GRM1 c.2375A>G 3 individuos sintomaticos ND
GRM1 c.785A>G 3 individuos sintomaticos Nao
GRM1 c.3165dup De novo (parantesco confirmado) -
SAMDSIL c.1877C>T 7 individuos sintomaticos Sim
90 individuos sintomaticos | 35 carriers .
SPTBN2 €.1596_1634del ) Sim
(considerados pré-sintomaticos)
SPTBN?2 ¢.1886_1900del 6 individuos sintomaticos | ND
1 pré-sintomatico (24 anos)
SPTBN2 c.758T>C ND -
SPTBN2 c.1438C>T ND )
ND -
FGF14 c.434T>C 14 individuos sintoméaticos Sim
FGF14 c.487del ND -
FGF14 Cc.529A>T ND -
FGF14 c.211dup 4 individuos sintomaticos Sim
FGF14 c.439G>T 7 individuos sintomaticos Nao
FGF14 c.486_487del ND -
CCDC88C c.1391G>A 5 individuos sintomaticos Sim
TTBK2 ¢.1329dup Sim (>10 sintomaticos - sem detalhes de ND
numero de testados)
TTBK2 c.1287_1288del Sim (4 sintomaticos - sem detalhes de ND
numero de testados)
CACNA1G c.5144G>A 12 familia: 5 individuos sintomaticos Sim
22 familia: 8 individuos sintomaticos Sim
CACNA1G c.2881G>A De novo (3 pacientes diferentes) -
CACNA1G c.4591A>G De novo -
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Gene Variante Estudo de segregagao Controles familiares
5 familias diferentes:
9 individuos sintomaticos Sim
1 individuos sintomaticos Nao
NPTX1 c.1165G>A
1 individuos sintomaticos Nao
2 individuos sintomaticos Nao
3 individuos sintomaticos Nao
NPTX1 c.980A>G ND -
NPTX1 c.428G>T De novo -
NPTX1 c.1109A>G De novo -
AFG3L2 c.2071G>A 12 individuos sintomaticos Sim
AFG3L2 €.2021_2022del 2 individuos sintomaticos Sim
insTA
AFG3L2 c.2081C>A ND -
3 sintomaticos (2 sem sinais clinicos .
AFG3L2 c.2105G>A Sim
visiveis, mas atrofia cerebelar em RM)
AFG3L2 c.1295A>C 6 individuos sintomaticos Sim
AFG3L2 c.1996A>G 2 sintomaticos testados e um individuo Sim
- ainda assintomatico Sim
AFG3L2 c.1997T>G ND -
AFG3L2 c.1997T>C ND -
AFG3L2 c.2011G>A 12 familia: 3 sintomaticos Sim
22 familia: 7 sintomaticos Sim
AFG3L2 c.2012G>A ND -
AFG3L2 c.1961C>T 2 sintomaticos testados Nao
1 sintomatico testado Nao
24 individuos sintomaticos |
EEF2 c.1787C>A ND
2 considerados pré-sintomaticos
CACNA1A c.877G>A 4 individuos sintomaticos Sim
2 individuos sintomaticos (ataxia) | 2 com
CACNATA c.1745G>A enxaqueca | 1 portador assintomatico Sim

(jovem)
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Gene Variante Estudo de segregagao Controles familiares
2 individuos sintomaticos | 2 sintomaticos
CACNA1A c.5123T>C sem a variante | foi de novo em um Sim
paciente que tinha enxaqueca hemiplégica,
mas sem ataxia
8 individuos sintomaticos | .
PLD3 €.923T>C ) . Sim
1 sem variante com sintomas leves
KCNC3 €.1259G>A 11 individuos sintomaticos Sim
KCNC3 c.1344C>A ND -
KCNC3 c.1283C>T De novo -
10 individuos sintomaticos | dois .
PRKCG c.301C>T Sim
considerados pré-sintomaticos ~20 anos)
PRKCG c.355T>C 3 individuos sintomaticos Né&o
PRKCG c.383G>A ND ]
ND -
13 sintomaticos | .
PRKCG c.353G>A Sim
1 portador assintomatico
11 individuos sintomaticos |
PRKCG c.380A>G . . ND
2 individuos assintomaticos (76 e 44 anos)
16 individuos | .
PRKCG c.1927T>C Sim
Desses, 4 tinham sintomas mais leves
PRKCG c.1081A>G 4 individuos sintoméaticos ND
PRKCG c.122G>C 4 individuos sintomaticos | ND
1 portador assintomatico aos 66 anos
2 individuos sintomaticos |
PRKCG c.303C>G 1 apenas com alteragdo de imagem | Sim
1 portador assintomatico
PRKCG c.1438G>T ND -
PDYN c.414G>T 10 individuos sintomaticos Sim
PDYN €.643C>T 2 individuos sintomaticos Né&o
PDYN €.632T>C ND -
PDYN c.634C>T ND -
TGM6 c.1550T>G 9 individuos sintomaticos | Sim
2 considerados pré-sintomaticos
TGM6 c.980A>G 2 individuos sintomaticos Sim
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Gene Variante Estudo de segregagao Controles familiares
TGM6 c.1528G>C 12 familia: 4 individuos sintomaticos Sim
22 familia: 1 individuo sintomatico Sim
TGM6 c.331C>T 2 individuos sintomaticos Sim
TGM6 c.1722_1724del ND -

ND: ndo disponivel; EKV: erythrokeratodermia variabilis; RM: ressonancia magnética

5.3. Classificagao inicial dos genes

Apos a analise inicial utilizando apenas as variantes disponiveis no OMIM, sua

frequéncia nos bancos populacionais e estudos de segregacdo foi realizada uma
classificagdo inicial dos genes (Tabela 7).

Tabela 7: Classificagéo inicial dos genes associados a SCAs por variantes de ponto

Definitiva Possivel Duvidosa
TMEM?240 PUM1 TRPC3
KCND3 PNPT1 FAT2
ITPR1 MME CCcDcC88C
GRM1 ELOVL4 PDYN
SPTBN2 SAMDIL TGM6
FGF14 TTBK2
CACNA1G EEF2
NPTX1 PLD3
AFG3L2
CACNA1A
KCNC3
PRKCG
ELOVL5

5.4. Variantes ClinVar

Para os genes em que a associagao inicial foi considerada possivel ou duvidosa

foram também levantadas as variantes ClinVar (Tabela 8) como provavelmente
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patogénica, patogénica ou com conflito de patogenicidade (entre VUS/provavelmente
patogénica/patogénica) que diferem das ja identificadas no OMIM (Tabela 4). Para os
genes com mais de um fenotipo associado, as variantes foram também filtradas pela
associagado ao fendtipo de SCA. Os genes PLD3, SAMDIL, FAT2 e ELOVL4 né&o

tiveram variantes que preenchessem esses critérios. Foram identificadas 33 variantes.

Tabela 8: Variantes ClinVar

Gene p- C. Classificagao ClinVar
PUM1 p.Arg580* c.1738C>T Provavelmente patogénica
PUM1 p.Ala323Leufs*40 €.962_965dup Patogénica

PUM1 p.Ser175fs c.523 527del Provavelmente patogénica
PUM1 p.Ala72Cysfs*20 €.213dup Patogénica

PUM1 p.Arg1010* c.3028C>T Patogénica

PUM1 p.Arg74His c.221G>A Provavelmente patogénica
PUM1 p.Tyr784* €.2352C>G Patogénica

PUM1 p.Asp16Tyr c.46G>T Provavelmente patogénica
PUM1 p.Ser592GInfs*32 c.1773del Provavelmente patogénica
PUM1 p.Arg840Trp c.2518C>T Provavelmente patogénica
PNPT1 - C.1441+2T>A Provavelmente patogénica
TTBK2 p.GIn559Argfs*12 c.1675del Provavelmente patogénica
TTBK2 p.GIn108* c.322C>T Provavelmente patogénica
TTBK2 p.Arg1156* c.3466C>T Provavelmente patogénica

TTBK2 p.Leu995Serfs*9 €.2983del Patogénica
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Gene p. C. Classificacao ClinVar
TTBK2 p.Asn412Lysfs*39 c.1232dup Patogénica
TTBK2 p.-Phe80Tyr C.239T>A Provavelmente patogénica
TTBK2 p.Ser817* €.2450C>G Patogénica
TTBK2 p.Asp436Tyrfs*14 c.1306_1307del Patogénica
CCDC88C p.Glu665Lys c.1993G>A Provavelmente patogénica
PDYN p.Trp220Glyfs*33 €.658_659del Conflito de patogenicidade: LP (1) | VUS (4)
TGM6 - c.425 435del11 Conflito de patogenicidade: LP (1) | VUS (2)
TGM6 p.Arg342Trp c.1024C>T Provavelmente patogénica
TGM6 - c.1336+1G>T Patogénica
TGM6 p.Gly477Valfs*28 c.1429_1430insTCTCT Patogénica
TGM6 p.-Trp335* c.1005G>A Provavelmente patogénica
TGM6 - c.1093+1G>A Provavelmente patogénica
TGM6 p.Gly477Valfs*23 c.1430_1439del Conflito de patogenicidade: LP (1) | VUS (1)
TRPC3 p.Val474Cysfs*29 c.1419del Patogénica
MME - c.1095-2A>C Provavelmente patogénica
MME p.Val199Serfs*4 c.594dup Patogénica
EEF2 p.Glu772Lys c.2314G>A Provavelmente patogénica
EEF2 p.GIn145* c.433C>T Provavelmente patogénica
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5.4.1. Frequéncia populacional das variantes ClinVar

Apenas sete das variantes reportadas no ClinVar foram observadas em bancos

populacionais (vide Tabela 9). Nenhuma das variantes foi identificada no ABraOM.

Tabela 9: Frequéncia das variantes ClinVar em bancos populacionais

Gene Variante gnomADv2 gnomAD v3 TOPMed (Bravo)
PUM1 p.Arg580* - c.1738C>T 0 0 1
p.Glu665Lys -
ccDhc8sC 1 1 0
c.1993G>A
p.Trp220GlyfsTer33 -
PDYN 0 0 47
€.658_659del
TGM6 c.425_435del11 0 0 5
Arg342Trp -
TGM6 P19 P 46 17 21
c.1024C>T

p.Gly477Valfs*28 -
TGM6 96 73 0
€.1429_1430insTCTCT

TGM6 p.Trp335* - ¢.1005G>A 3 0 4

5.5. Classificagao das variantes OMIM

As variantes identificadas no OMIM foram classificadas utilizando os critérios
ACMG. A comparagéo entre a classificagao informada no ClinVar e a estabelecida por

esse trabalho pode ser observada na Tabela 10.
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ClinVar (namero

Gene Variante Critérios ACMG  Classificagao o
de submissodes)
TMEM240 c.509C>T PM2, PM6, PP3, LP P(8)LP(3)
PP1_M, PP5
TMEM240  c.489C>G PM2, PP1 VUS P (1)
TMEM240 C.346C>T PM6, PP3 VUS P (1)
TMEM240 c.239C>T PP3, PP5 VUS P(2)
TMEM240 c.511C>T PP3, PP5 VUS P(1)VUS(1)
TMEM240 C.445G>A ; VUS VUS(1)
PUM1 C.3415C>T PM2, PM6, PP3 VUS P(1)/LP(1)
PUM1 ¢.3439C>T PS3,PS4_M, PM2, P P(6)/LP(2)
PP3, PP5
PUM1 c.3103A>T PS3, PM2 LP P(1)LP(2)
KCND3  c.680_682del  PS3,PM2, PP1_S, PP5 P P(4)
KCND3 C.1034G>T PM2, PP1, PP3 VUS P(1)
KCND3 c.1013T>C PM2, PP3 VUS -
KCND3 c.1130C>T PS3, PM2, PP1_M, P P(6)
PP3, PP5
KCND3 C.1054A>C PM2, PP1_S, PP3 LP P(3)
KCND3 c.1119G>A PM2, PP1, PP3 VUS VUS
KCND3 C.1169G>A PM2, PP3 VUS P(1)VUS(1)
PNPT1  c.2069+3A>G PS3, PM2, PP1 LP P(1)
PNPT1 c2014-3C>G  PS3, PM2, PP1, PP3 LP LP(1)/P(1)
PNPT1 c.2091delA PM2 VUS -
ITPR1 c.3176C>T PM2, PP1 VUS P(1)
ITPR1 C.4657G>A PM2, PP1_S, PP5 LP P(7)
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ClinVar (namero

Gene Variante Critérios ACMG  Classificagao
de submissodes)
ITPR1 c.1804A>G PM2, PP3 VUS P(1)
ITPR1 c.106C>T PS3, PM2, PM6, P P(3)VUS(1)
PP1, PP3
MME c.428G>A PM2 VUS P(1)
TRPC3 c.2285G>A PS3, PP3 VUS P(1)
FAT2 c.10758G>C PP5 VUS P(2)/VUS(1)
FAT2 c.10946G>A - VUS P(1)/VUS(1)
ELOVL5 c.689G>T PS3, PM2, PP1_M, PP3 LP P(1)
ELOVL5 c.214C>G PS3, PM2, PP3 LP P(1)
ELOVL4 c.504G>C PM2, PP1_M, PP3, PP5 LP P (2)
ELOVL4 c.736T>G PS3, PM2, PP1_M LP P (2)
GRM1 c.2375A>G PS3, PM2, PP3, PP5 LP P(2)/VUS(2)
GRM1 c.785A>G PS3, PM2, PP3 LP P(1)
GRM1 ¢.3165dup PS2, PS3, PM2 P P(1)
SAMDIL c.1877C>T PS3, PM2 LP P(2)/VUS(2)
SPTBN2  ¢.1596_1634del  PS3, PM2, PP1_S P P(5)
SPTBN2  ¢.1886_1900del PM2 VUS P(1)
SPTBN2 c.758T>C PS3, PM2, PP3 LP P(2)
SPTBN2 c.1438C>T PM2, PM6, PP3, PP5 LP P(5)/VUS(1)
FGF14 c.434T>C PS3, PM2, PP1_S P P(1)
FGF14 c.487del PVS1, PM2 P P(1)
FGF14 c.529A>T PVS1, PM2 LP P(2)
FGF14 c.211dup PVS1, PM2, PP1 P P(1)
FGF14 c.439G>T PVS1, PM2 LP P(2)
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ClinVar (namero

Gene Variante Critérios ACMG  Classificagao o
de submissodes)
FGF14  c.486_487del PVS1, PM2 LP -
CCDC88C  c.1391G>A PP3 VUS P(2)VUS(1)
TTBK?2 ¢.1329dup PVS1, PM2, PP5 P P(5)
TTBK2  c.1287_1288del PVS1, PM2 LP P(1)
CACNA1G  c5144G>A  DS3.PM2,PPIS, P P(7)
PP3
CACNATG  c2881G>A  PS3, PS4, PM2, PP3 P P(4)VUS(1)
CACNATG  c4591A>G  PS3, PM2, PM6, PP3 LP P(2)
NPTX1 c.1165G>A PS4, PM2 LP P(1)LP(1)
NPTX1 C.980A>G PS3, PM2 LP P(1)
NPTX1 C.428G>T PM2, PM6 VUS P(1)
NPTX1 C.1109A>G PM2, PM6 VUS P(1)
AFG3L2 .2071G>A PS3, PM2, PP1_S P P (2)
¢.2021_2022del
AFG3L2 PM2, PP1 VUS P (1)
insTA
AFG3L2 C.2081C>A PM2, PP3 VUS P (1)
AFG3L2 c2105G>A  PS3, PM2, PP1, PP5 LP P(3)LP(2)
AFG3L2 C1295A>C  PS3, PM2, PP1_M, PP3 LP P (1)
AFG3L2 c1996A>G M2 PP1_M, PM5, LP P(2)/LP(2)
PP3
AFG3L2 C.1997T>G PM2, PP3 VUS P (1)
AFG3L2 c.1997T>C PM2, PM5, PP3 VUS -
AFG3L2 c2011G>A M2, PP1_S,PP3, LP P (2)
PP5
AFG3L2 C.2012G>A PM2, PP3, PM5 VUS -
AFG3L2 c.1961C>T PM2, PP3 VUS LP(1)/P(1)
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ClinVar (namero

Gene Variante Critérios ACMG  Classificagao o
de submissodes)
CACNAT1A c.877G>A PS3, PM2, PP1, PP5 LP P (3)
CACNAT1A c.1745G>A PS3, PS4, PM2 P P (14)
CACNATA c.5123T>C PM2, PM6, PP3, PP5 LP LP(1)/P(6)
EEF2 c.1787C>A PS3, PM2 LP P (2)
PLD3 €.923T>C PM2 VUS P(1)/VUS(1)
KCNC3 c.1259G>A PS3, PM2, PP1_M. P P (9)
PP3, PP5
KCNC3 c.1344C>A PS3, PM2, PP3 LP P (1)
KCNC3 c.1283C>T PS3, PM2, PM6, PP3 LP P (1)
PRKCG c.301C>T PM2, PP1_M, PS3, P P (3)
PP3, PP5
PRKCG c.355T>C PM2, PS3, PP3, PP5 LP P (3)
PRKCG c.383G>A PM2, PS3, PP3 LP P (1)
PRKCG c.353G>A PS3, PM2, PP3_M, PP5 LP P(3)/LP(1)
PRKCG c.380A>G PS4_M, PM2, PP3, PP5 LP P(3)
PRKCG c.1927T>C PS3, PM2, PP1_M, PP3 LP P(1)
PRKCG c.1081A>G PS3, PM2 LP P(2)/LP(1)
PRKCG c.122G>C PM2, PP3 VUS P(1)
PRKCG c.303C>G PM2, PM5, PP1, PP3 LP P(1)
PRKCG c.1438G>T PM2, PP3 VUS P(1)
PDYN c.414G>T PS3, PP5 VUS P(3)/LP(2)/VUS(2)
PDYN c.643C>T PP3 VUS P(1)
PDYN c.632T>C PP3, PP5 VUS P(2)/VUS
PDYN c.634C>T PS3, PP3 VUS P(1)
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ClinVar (namero

Gene Variante Critérios ACMG  Classificagao o

de submissodes)
TGM6 c.1550T>G PP3 vUS P(3)/VUS(1)/LB(2)
TGM6 c.980A>G PP3 VUS P(1)/VUS(1)
TGM6 c.1528G>C PS3 VUS P(1)/VUS(2)
TGM6 c.331C>T PS3, PP3 VUS P(1)
TGM6 c.1722_1724del PM2, PM4 VUS P(1)

5.6. Classificacao final dos genes

Ap0s avaliagao da frequéncia das variantes nos bancos populacionais, estudos

de segregacéo das variantes publicadas no OMIM e considerando os dados de pLl e

Z-score foi realizada a categorizagao dos genes, resultando em 17 genes na categoria

definitiva, 4 na categoria possivel e 5 na categoria duvidosa (Tabela 11).

Considerando os novos dados, os genes PUM1, TTBK2 e PNPT1 puderam

entdo ter a associagédo genotipo-fendtipo de SCA considerada como definitiva. Além

disso, as duas variantes reportadas na literatura para o gene ELOVL4 foram também

depositadas no ClinVar como LP/P, apods serem identificadas em individuos por outros

laboratorios. Dessa forma, foi possivel considerar a associagdo do gene como

definitiva.

Tabela 11: Classificagao final dos genes associados a SCAs por variantes de ponto.

Definitiva Possivel Duvidosa
TMEM240 MME ccDC88C
KCND3 SAMDIL FAT2
ITPR1 EEF2 PDYN
GRM1 PLD3 TGM6
SPTBN2 TRPC3

FGF14
CACNA1G (continua)




Definitiva

Possivel

Duvidosa

NPTX1
AFG3L2
CACNA1A
KCNC3
PRKCG
PUM1
TTBK2
PNPT1
ELOVL4
ELOVLS
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6. DISCUSSAO

As SCAs sdo um grupo de doengas com uma ampla heterogeneidade genética,
em que a cada ano novos genes tém sido descritos. Associagdes gendtipo-fendtipo
mais recentes utilizam do grande numero de ferramentas disponiveis atualmente para
analise dos dados, como os bancos populacionais de variantes. E o caso, por
exemplo, do NPTX1 associado em 2022 a SCA50 e que teve a associagao genaotipo-
fendtipo considerada definitiva. Contudo, associagdes estabelecidas anteriormente ao
desenvolvimento desses bancos levaram em conta um numero baixo de individuos
considerados como controles da populagdo geral, sendo um dos fatores que, apos
verificagdo das variantes nos bancos populacionais disponiveis, contribuiu para que a
associagao genotipo-fenotipo de SCA fosse considerada duvidosa. Dos cinco genes
nessa categoria, trés (TGM6, PDYN e CCDC88C) foram associados ao fendtipo antes
de 2014, ano esse que marca o aparecimento dos grandes bancos populacionais de

variantes.

Das variantes consideradas como ausentes na populagéo geral no momento
da associacgdo inicial com o fendtipo de SCA, 25,8% (24/93) sao identificadas em
individuos considerados higidos nos bancos populacionais. Mesmo considerando a
SCA como uma doenga que tém inicio tardio em grande parte dos casos, ainda assim
0s numeros de individuos adultos nos bancos se mantém, o que torna a associagao
duvidosa em genes como PDYN, CCDC88C, FAT2, TRPC3 e TGM6. Nao é possivel,
contudo, estabelecer um limite entre a presenga de individuos higidos na populagéo
geral e a possibilidade de penetrancia incompleta sem maiores estudos populacionais.
Esse conceito, apesar de bem conhecido, € de dificil avaliacdo e calculo,

especialmente considerando doencas tao raras.

Das 69 variantes que estdo depositadas apenas como patogénica ou
provavelmente patogénica no ClinVar e que tiveram sua classificagcdo revista, 22
(31,8%) foram consideradas como VUS por esse trabalho. Ressalta-se, portanto, que
apesar do uso universal, plataformas como o OMIM e ClinVar também necessitam de
cautela no momento de sua utilizacdo, especialmente quando consideramos

associacodes e variantes com poucos dados disponiveis.
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Os exames genéticos cresceram e continuam a crescer significativamente
como uma forma efetiva de ferramenta de diagnostico na pratica clinica, que é
comumente chamado de diagnostico molecular. Quando se trata de um exame
diagnostico, ele deve ser guiado pela certeza. Infelizmente, isso nem sempre é
possivel e, tratando-se da genética, ainda existem genes também considerados de
significado incerto, os chamados GUS. Os GUS, neste trabalho, seriam os genes das
categorias possivel e duvidosa, aqueles em que ainda ndo se tém certeza da
associagao genotipo-fendtipo. Mas entdo como prosseguir frente a identificacao de
uma variante em um gene ainda de significado incerto em um exame diagndstico?
Apesar de ndao haver uma resposta 100% correta, nesse caso, o0 resultado e a
laudagem do exame devem ser guiados pela cautela.

Os resultados de categorizagdo e classificacdo neste trabalho reforcam a
importancia de uma curadoria de genes e variantes, uma vez que existem laboratérios
de exames genéticos que nado realizam uma curadoria manual das variantes
previamente a sua liberagdo em um laudo. Desta forma, ndo esta sendo considerado
o impacto significativo, e mesmo danoso, que pode ocorrer frente a liberagdo de uma
variante em um GUS a depender de como realizado; de uma variante com
classificagao incorreta; ou de variante com mecanismo associado a um fenotipo
diferente do reportado, levando a danos ndo apenas para o proprio paciente, mas para
toda sua familia, tanto em termos de diagndstico quanto de aconselhamento genético

e manejo clinico.

A etapa de anadlise das variantes e mesmo da associagdo ja previamente
estabelecida de um gene deve fazer parte fundamental no processo quando falamos
em diagnostico genético. No caso dos genes, essa etapa deveria estar presente nédo
somente durante a liberacdo de um exame especifico, mas também durante a criagao
de um painel e a selegdo de genes que o compdem. Isso evitaria também a
visualizagdo de achados que a depender do contexto seriam indesejados, como por
exemplo em genes de manifestagdes tardias, mesmo que com associagao fenotipica

considerada definitiva.

Esse trabalho refor¢a a contribuicdo dos bancos populacionais e outros bancos

genbmicos na classificacdo de variantes, na associagdo gendtipo-fenotipo e
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consequentemente no diagndstico molecular; e a necessidade de uma curadoria
precisa de genes e variantes para que os pacientes e seus familiares tenham um

diagnostico e aconselhamento genético precisos.
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7. CONCLUSOES

Utilizando os bancos de dados genémicos para auxiliar na interpretagao
da associagdo gendtipo-fendtipo e no diagndstico molecular, foram revisitados e
reavaliados os genes e variantes de ponto inicialmente descritos para as SCAs:

e Dos 26 genes associados a SCAs por variantes de ponto no OMIM:
17 genes tiveram a associagdo gene-fenotipo considerada definitiva, 4
possivel e 5 duvidosa;

o 25,8% das variantes descritas nos artigos de associagéao inicial dos genes
ao fenotipo de SCA estéo presentes em bancos populacionais;

e 31,8% das variantes consideradas LP/P no ClinVar, associadas as

diferentes formas de SCAs, foram consideradas VUS por este trabalho.

Esses dados demonstram a importancia dos bancos populacionais e
outros bancos gendmicos na classificacdo de variantes e na associagdo genaotipo-
fendtipo, informagdes extremamente necessarias para realizagdo de um diagnostico
molecular preciso e que impactam diretamente no aconselhamento genético de

pacientes e familiares.
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9.

ANEXOS

ANEXO A - Genes e transcritos de referéncia
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Gene Transcrito Referéncia
TMEM?240 ENST00000378733
PUM1 ENST00000426105
KCND3 ENST00000302127
PNPT1 ENST00000447944
1TPR1 ENST00000357086

p.Pro1059Leu ENST00000456211

MME ENST00000360490
TRPC3 ENST00000379645
FAT2 ENST00000261800
ELOVL5 ENST00000304434
ELOVL4 ENST00000369816
GRM1 ENST00000282753
SAMDIL ENST00000318238
SPTBN2 ENST00000533211
FGF14 ENST00000376143
ccDC88C ENST00000389857
TTBK2 ENST00000267890
CACNA1G ENST00000359106
NPTX1 ENST00000306773
AFG3L2 ENST00000269143
CACNATA ENST00000360228
EEF2 ENST00000309311
PLD3 ENST00000409735
KCNC3 ENST00000477616
PRKCG ENST00000263431
PDYN ENST00000217305
TGM6 ENST00000202625
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ANEXO B - Variantes OMIM com frequéncia populacional no gnomAD v4

comparadas ao gnomAD v2

Gene Variante gnc:,n21AD gm:,TAD
TMEM240 p.Pro170Leu - ¢c.509C>T 0 1
TMEM240 p.Arg116Cys - ¢.346C>T 4 23
TMEM240 p.Thr80Met - c.239C>T 7 97
TMEM240 p.Arg171Trp - c.511C>T 0 14
TMEM240 p.Glu149Lys A - c.445G>A 3 76
PUM1 p.Arg1139Trp - ¢.3415C>T 0 2
PUM1 p.Thr1035Ser - c.3103A>T 2 3
KCND3 p.Gly345Val A- c.1034G>T 0 2
KCND3 p.Thr377Met A - c.1130C>T 0 1
MME p.Cys143Tyr - c.428G>A 0 3
TRPC3 p.Arg762His - c.2285G>A 3 18
FAT2 p.Lys3586Asn - c.10758G>C 2 6
FAT2 p.Arg3649Gin - c.10946G>A 2 17
ELOVL5 p.Leu72Val - c.214C>G 0 1
GRM1 p.Tyr262Cys - c.785A>G 0 1
CCDC88C p.Arg464His - c.1391G>A 62 166
NPTX1 p.Gly389Arg - c.1165G>A 1 6
AFG3L2 p.Arg702GIn - c.2105G>A 1 4
AFG3L2 p.Met666Val - c.1996A>G 0 2
CACNA1TA p.Arg582Gin - c.1745G>A 1 2
PLD3 p.Leu308Pro - ¢.923T>C 2 11
PRKCG p.His101GlIn - ¢.303C>G 0 1
PDYN p.Arg138Ser - c.414G>T 17 84
PDYN p.Arg215Cys - .643C>T 3 19
PDYN p.Leu211Ser - c.632T>C 6 53
PDYN p.Arg212Trp - ¢.634C>T 11 30
TGM6 p.Leu517Trp - c.1550T>G 41 53
TGM6 p.Asp327Gly - c.980A>G 24 73
TGM6 p.Asp510His - ¢.1528G>C 42 51
TGM6 p.Arg111Cys - c.331C>T 7 24
TGM6 p.Glu574del - 1 1

c.1722_1724del

A = variante nao reportada no OMIM, mas descrita em artigo de associagdo do gene ao fenoétipo de
SCA.



