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“Tudo quanto te vier à mão para fazer, faze-o conforme as tuas forças,  

porque para onde todos nós um dia iremos, não há obra nem projeto,  

nem conhecimento, nem sabedoria alguma”- Adaptado de Eclesiastes 9:10  
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PRINCIPAIS ABREVIATURAS 

A  adenina 

ATXN1 ataxina 1 (ataxin 1) 

ATXN2 ataxina 2 (ataxin 2) 

ATXN3 ataxina 3 (ataxin 3) 

ATXN7 ataxina 7 (ataxin 7) 

C  citosina 

CACNA1A subunidade 1α do canal de cálcio voltagem dependente do tipo P/Q 
(calcium channel, voltage dependent, P/Q type, α1A subunit) 

DH  doença de Huntington 

DNA  ácido desoxirribonucleico (desoxyribonucleic acid) 

DRPLA atrofia dentatorubral-palidoluisiana (Dentatorubral-pallidoluysian 
atrophy) 

EHW  equilíbrio de Hardy-Weinberg 

G  guanina 

GMR1 receptor metabotrópico de glutamato 1 (metabotropic glutamate 
receptor 1) 

GWAS estudos de associação do genoma (genome-wide association studies) 

HAP1  proteína associada à huntingtina (huntingtin associated protein 1) 

HTT  gene da huntingtina (HTT gene) 

PPP2R2B subunidade regulatória B da proteína fosfatase 2, β (Protein 
phosphatase 2, regulatory subunit B, β) 

SBMA  atrofia muscular espinobulbar (spinal-bulbar muscular atrophy) 

SCA  ataxia espinocerebelar (spinocerebellar ataxia) 

SGK1 cinase regulada por soro e glicocorticoide (serum/glucocorticoid 
regulated kinase 1) 

SNP  polimorfismo de base única (single nucleotide polymorphism) 

TBP  proteína ligadora de TATA-box (TATA-box binding protein) 

TGM2 transglutaminase 2 (C polypeptide, protein-glutamine-gamma-
glutamyltransferase) 
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RESUMO 

 
A doença de Huntington (DH) é o distúrbio mais comum entre as doenças 

neurodegenerativas de padrão de herança autossômica dominante com idade de início na 

vida adulta. A DH é causada por uma expansão das repetições trinucleotídicas CAG no 

gene HTT e caracteriza-se por movimentos involuntários, distúrbios emocionais severos e 

déficit cognitivo. A idade de início dos sintomas é parcialmente determinada pelo número 

de repetições CAG, sendo o restante influenciado por fatores genéticos e ambientais. 

As variantes polimórficas rs1331639 e rs6923492 no gene GRM1, rs1763505 e 

rs1075427 no gene SGK, rs7270898 e rs7275079 no gene TGM2, rs4523977 no gene 

HAP1, número de repetições CAG no alelo normal no gene HTT e nos alelos normais dos 

genes relacionados às ataxias espinocerebelares SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7, 

SCA12, SCA17 e DRPLA foram escolhidas como genes candidatos a modificador, 

avaliando a associação com a idade de início dos sintomas em pacientes com DH. 

Na população em estudo, o número de repetições CAG no alelo mutante do gene 

HTT explicou ~65% da variação da idade de início. Os SNPs rs6923492 (GRM1) e 

rs1075427 (SGK1) não estavam em EHW na população testada (χ²=7,586; p=0,023 e 

χ²=7,239; p=0,027, respectivamente) e por isso foram excluídos das análises posteriores. 

Entre as variantes polimórficas restantes, associação moderada foi encontrada com a 

variação da idade de início para o genótipo AA (M441) do rs4523977 no gene HAP1 

(p=0,044) e para o número de repetições CAG presentes no alelo longo do gene ATXN1 

(p=0,045). Este último fator explicou 4,5% do restante da variação da idade de início não 

atribuída às repetições CAG de HTT. Os alelos com 24 repetições do gene ATXN3, 9 

repetições do gene ATXN7 e 11 repetições do gene PPP2R2B foram mais frequentemente 

encontradas no grupo de pacientes quando comparado ao grupo controle (p=0,003; 

p<0,0001 e p<0,0001, respectivamente). O alelo com 8 repetições do gene PPP2R2B foi 

encontrado com uma frequência de 43% exclusivamente no grupo de pacientes. Estes 

alelos podem estar relacionados com a patogênese da DH.  

Os resultados aqui encontrados são de grande relevância para uma melhor 

elucidação de fatores genéticos atuantes na modulação da idade de início na DH. Tais 

resultados devem ser mais aprofundados e necessitam de outros estudos que corroborem os 

achados deste trabalho. 
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ABSTRACT 

Huntington’s disease (HD) is the most common autosomal dominantly inherited 

neurodegenerative disorder with age at onset (AO) in adult life. HD is characterized by 

motor dysfunction, cognitive deficits, and psychiatric disturbances. An expansion of CAG 

trinucleotide repeats in the first exon of HTT gene is the cause of HD. Mean AO is around 

40 years and is mainly determined by CAG repeats length of the mutant HTT allele. The 

remaining variation observed in HD patient is probably due to genetic and/or 

environmental factors.  

Polymorphic variants rs1331639 and rs6923492 in GRM1 gene, rs1763505 and 

rs1075427 in SGK gene, rs7270898 and rs7275079 in TGM2 gene, rs4523977 in HAP1 

gene, CAG repeat length in normal allele of HTT gene and normal alleles of ATXN1, 

ATXN2, ATXN3, CACNA1A, ATXN7, PPP2R2B, TBP, and DRPLA gene were chosen as 

candidates to modifiers and a potential association to AO was analyzed in patients with 

HD. 

In our population, CAG repeat length in mutant HTT allele explained ~65% of 

variation in AO. A modest association with AO variation in genotype AA (M441) of 

rs4523977 in HAP1 gene (p=0.044), and of CAG repeat length in long allele of ATXN1 

gene (p=0.045). The latter explained an additional 4.5% of the AO besides influence of 

CAG repeats length of mutant allele in HTT gene. Alleles with 24 repeats in ATXN3 gene, 

9 repeats in ATXN7 gene, and 11 repeats in PPP2R2B genes were significantly more 

frequent in case group when compared to control group (p=0.003; p<0.0001 and p<0.0001, 

respectively). Allele with 8 repeats in PPP2R2B gene was found in a frequency of 43% in 

case group only. These alleles could be related with HD pathogenesis.  

In summary, results presented here are relevant for a better understanding of 

genetic factors that act in AO modulation of HD. Such results might be further explored 

and additional studies are required to corroborate data presented here. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Doença de Huntington 

A doença de Huntington (DH) (OMIM 143100) é a doença neurodegenerativa de 

herança autossômica dominante mais comum com início das manifestações clínicas na 

vida adulta. A idade média de início é de 40 anos, sendo que já foram descritos casos 

precoces, com idade de início inferior a 20 anos, e tardios, acima dos 60 anos. Um padrão 

seletivo de atrofia cerebral é observado nos pacientes com a doença, havendo perda 

neuronal e gliose na região neoestriatal. Nesta região, que compreende os núcleos putâmen 

e caudado, a atrofia se estabelece precocemente, sendo que o núcleo caudado é o 

preferencialmente afetado. No entanto, com a progressão da doença, a seletividade é 

perdida e todo o cérebro é acometido pela atrofia, resultando em uma perda de massa 

cerebral que pode chegar a 200 ou 300 gramas (Figura 1) (Hayden, 2001). Até o momento 

não existe tratamento clínico capaz de conter a progressão da doença. Este fato reflete na 

morte dos doentes após aproximadamente 18 anos da idade de início da manifestação dos 

sintomas motores e cognitivos. 
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Figura 1. Secção coronal cerebral. Atrofia estriatal severa em um indivíduo com 
DH (esquerda) em comparação com um indivíduo normal (direita). (Fonte: 
Huntington Disease in The metabolic and Molecular Basis of Inherited Disease. 
8th edition. 2001). 

 

1.1.1 Manifestações Clínicas 

A DH é caracterizada clinicamente por um quadro progressivo de anormalidades 

motoras, especialmente associadas com o sistema extrapiramidal, alterações cognitivas e 

disfunções psiquiátricas (Hayden, 2001). As anormalidades motoras na DH podem ser 

segregadas em anormalidades motoras voluntárias e involuntárias. Entre os movimentos 

involuntários que marcam o início da doença encontram-se: coreia, hipercinesia, 

inquietação, movimento anormal dos olhos, hiperreflexia, movimentos excessivos e 

inadequados com os dedos das mãos e dos pés durante estresse emocional. Coreia, do 

grego “choreia”, significa dançar, e refere-se aos movimentos rápidos, irregulares e 

bruscos dos membros, tronco e rosto desencadeados pela doença. A amplitude da coreia e 

sua gravidade podem variar muito de indivíduo para outro. Os movimentos coreicos são 
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bastante frequentes no início da doença, e geralmente se agravam com a progressão da 

doença. Em fases mais avançadas da doença, os movimentos tendem a ser reduzidos, 

manifestando-se por hipocinesia, rigidez e distonia acentuados. Os prejuízos nos 

movimentos voluntários são da mesma forma progressivos. A mobilidade vai sendo 

reduzida à medida que a doença avança e as quedas são bastante frequentes. Os déficits no 

controle motor fino podem ser primeiramente notados como uma deficiência leve de 

escrita. Ao final da doença o indivíduo torna-se incapaz de movimentar-se sozinho e possui 

um controle volitivo mínimo sobre os movimentos dos membros. Disartria e disfagia 

refletem tanto o prejuízo do controle, como a piora dos movimentos involuntários da boca, 

língua e lábios. A disfunção progride para uma total incapacidade de tolerar a nutrição oral 

(Roos, 2010). 

Em relação aos sintomas cognitivos, todos os pacientes com DH apresentam um 

declínio global na capacidade cognitiva, manifestando, inicialmente, um padrão de lentidão 

no pensamento, alterações na personalidade, mudanças afetivas e falha na habilidade de 

adquirir novos conhecimentos. Alguns estudos identificaram a presença de alterações 

cognitivas sutis, no entanto bem definidas, antes do início das manifestações motoras 

(Tabrizi et al, 2009; Rupp et al, 2010). As mudanças iniciais frequentemente envolvem 

perda da flexibilidade mental e falha na execução de funções como planejamento e 

organização de atividades sequenciais.  

Embora distúrbios psiquiátricos sejam tão característicos quanto os distúrbios 

motores e cognitivos, eles aparecem com menos frequência e não estão necessariamente 

relacionados à gravidade das anormalidades motoras, mudanças cognitivas ou mesmo ao 

tamanho da mutação genética causadora da DH (Hayden, 2001). Os sintomas mais 
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frequentemente relatados são: mudanças emocionais e de humor, ansiedade, irritabilidade, 

apatia, sintomas obsessivos e compulsivos e psicose. O risco de suicídio é bastante 

aumentado nesses indivíduos, especialmente diante da incerteza do resultado do teste 

molecular para diagnóstico da DH, com o início dos sintomas e quando a dependência para 

tarefas diárias aumenta (van Duijn et al, 2007).   

 

1.1.2 Prevalência da DH 

Pesquisas realizadas em diferentes partes do mundo, incluindo o noroeste europeu, 

o Reino Unido, a Escandinávia, a América do Norte, a Austrália, o Japão e a África do Sul, 

chegaram a um consenso geral sobre a frequência da DH em populações euro-

descendentes. A prevalência estimada foi de 3 a 7 casos a cada 100.000 indivíduos.  

A frequência da DH entre os habitantes da costa oeste do lago Maracaibo, no 

Estado de Zulia, Venezuela, é a maior em todo o mundo, com o acometimento de 14.000 

indivíduos pela DH (National Institute of Neurological Disorders and Stroke – NIH, 2013), 

enquanto que em outras regiões da Venezuela, a prevalência estimada é de um caso a cada 

200.000 habitantes (Paradisi et al, 2008). 

Estudos genealógicos indicam que uma migração inicial do noroeste europeu foi o 

fator primário responsável pela dispersão do gene da doença ao redor do mundo (Hayden, 

2001). 
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1.1.3 Identificação do Gene  

A primeira descrição mais precisa e cuidadosa a respeito desta doença foi realizada 

pelo médico norte-americano George Huntington em 1872 (“On Chorea” publicado no 

Medical and Surgical Reporter of Philadelphia - volume 26, nº. 15, de abril de 1872). 

Desde então, muitos avanços foram descritos na área. O mapeamento do gene associado à 

DH foi realizado em 1983 (Gusella et al, 1983). Entretanto sua identificação só foi 

realizada dez anos depois, em 1993 (MacDonald et al, 1993). 

O gene associado à DH, conhecido como IT15 ou HTT (gene da huntingtina), está 

localizado no braço curto do cromossomo 4, locus 4p16.3, compreende 200 Kb e está 

dividido em 67 éxons. O primeiro éxon apresenta uma sequência repetitiva dos 

nucleotídeos CAG, a qual codifica uma sequência de poliglutaminas (poli-Q) na proteína. 

Essas repetições são polimórficas, sendo que, em indivíduos normais, o número de 

repetições CAG varia de 6 a 35. A DH é causada por 36 ou mais repetições 

trinucleotídicas; no entanto, as manifestações clínicas características ocorrem em 

indivíduos com número de repetições acima de 40 (c.52CAG(>40)) (MacDonald et al, 

1993). A extensão de 36 a 39 repetições (c.52CAG(36_39)) leva a uma penetrância 

incompleta da doença ou à manifestação bastante tardia dos sintomas. Repetições CAG 

entre 27 e 35 (c.52CAG(27_35)) são instáveis, sendo chamados de alelos intermediários, e 

estes alelos estão propensos a modificações durante a reprodução (MacDonald et al, 1993).  

O tamanho das repetições CAG expandidas se constitui o fator mais crítico na 

determinação da idade de início da manifestação dos sintomas característicos da DH. Essa 

correlação se estabelece de maneira inversa, ou seja, quanto maior o número de repetições 

CAG, mais precocemente o indivíduo manifesta os sintomas da doença. O auge da idade 
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de início varia de 35 a 50 anos, sendo que 10% dos indivíduos doentes desenvolvem os 

sintomas antes dos 20 anos, sendo essa forma conhecida como DH juvenil. Nesses 

indivíduos, o número de repetições CAG ultrapassa as 60 (MacDonald et al, 1993).  

 

1.1.4 Proteína huntingtina 

O gene HTT codifica uma proteína de 348 kDa denominada huntingtina (htt), a qual 

é largamente expressa nos diferentes tecidos humanos, com maior expressão no tecido 

cerebral. A htt apresenta uma extensão característica de poliglutaminas (poli-Q) na região 

N-terminal, a qual é codificada a partir das repetições trinucleotídicas CAG presentes no 

gene HTT. Esta sequência de poli-Q inicia no 18o aminoácido e, em indivíduos normais, 

apresenta de 6 a 35 resíduos de glutamina. 

A presença da expansão trinucleotídica resulta em uma proteína mutante com um 

trecho anormalmente alongado de glutamina (MacDonald et al, 1993). Atribui-se a essa htt 

mutante a causa de disfunção, neurodegeneração e das características clínicas primárias em 

pacientes com a doença por meio de um ganho patológico de funções tóxicas (Landles and 

Bates, 2004). A determinação do mecanismo preciso de toxicidade mediada por poli-Q é 

motivo de grandes investigações e existem evidências de que interações aberrantes 

proteína-proteína estariam presentes na patogênese da doença. 

Outras doenças neurodegenerativas progressivas de manifestação tardia também 

são causadas por uma expansão das repetições trinucleotídicas CAG na região codificante 

do gene associado à doença. Entre elas, podemos citar a atrofia muscular espinobulbar 

(SBMA), a atrofia dentatorubral-palidoluisiana (DRPLA) e as ataxias espinocerebelares 1, 
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2, 3, 6, 7 e 17. Essas doenças de poliglutaminas apresentam como característica comum a 

presença de uma proteína mutante com um trecho alongado de poliglutaminas que, por um 

ganho de função tóxica, leva à disfunção neuronal que geralmente ocorre na vida adulta. O 

fato de os indivíduos já nascerem com a mutação e expressá-la desde o nascimento implica 

na existência de mecanismos compensatórios que, até certo momento da vida, conseguem 

neutralizar o efeito tóxico da proteína. Tais mecanismos ainda não foram bem elucidados 

(Takahashi et al, 2010). 

As doenças de poliglutaminas apresentam um biomarcador patológico comum, a 

presença de agregados proteicos no citoplasma e/ou no núcleo das células neuronais. Por 

muito tempo suspeitou-se que as inclusões proteicas formadas a partir de proteínas com 

cauda de poliglutamina expandida fossem a causa patogênica da doença (Davies et al, 

1998). No entanto, trabalhos mais recentes vêm demonstrando uma falta de associação 

entre a formação de agregados proteicos com a morte neuronal e, pelo contrário, que este 

seria um mecanismo protetor da forma tóxica da proteína (Miller et al, 2010; Arrasate and 

Finkbeiner, 2012). 

Já foi demonstrado que a forma difusa da proteína htt, bem como o tamanho da 

expansão poli-Q, podem prever a morte neuronal (Arrasate et al, 2004). Além disso, a 

formação de corpos de inclusão reduz os níveis da htt difusa, reduzindo o risco de morte 

dos neurônios estriatais, aumentando sua sobrevivência, enquanto que neurônios que não 

formaram agregados de htt permaneceram com o risco de morte da mesma forma elevado 

(Arrasate et al, 2004; Miller et al, 2010). Neste caso, a formação de agregados proteicos 

seria um mecanismo protetor de resposta contra a toxicidade proteica.  
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1.2 Modificadores genéticos 

Apesar do número de repetições trinucleotídicas CAG ser o principal fator 

determinante da idade de início dos sintomas clínicos da DH, este número explica apenas 

42 a 73% da variabilidade na idade de início, sendo sugerido anteriormente que o restante 

deve ser influenciado por fatores genéticos e ambientais (Wexler et al, 2004). Indivíduos 

da mesma família e, mesmo indivíduos com número idêntico de repetições CAG, 

apresentam variabilidade significativa na idade de início. Em um grupo de 370 indivíduos 

com DH, sendo 165 gêmeos, foi sugerida a ocorrência de modificadores genéticos que, 

independentemente do número de repetições CAG, contribuiriam em 11 a 19% para a 

variação de idade de início (Rosenblatt et al, 2001). 

 

1.2.1 Estudos de Genome Wide Association 

Os estudos de Genome Wide Association (GWAS) realizam uma busca pelo genoma 

de variações de sequência de DNA investigando uma possível associação entre genótipo e 

fenótipo em centenas de milhares a milhões de SNPs. O objetivo é encontrar genes 

envolvidos na determinação de traços humanos específicos, tal como altura, bem como em 

doenças genéticas humanas. 

Alguns estudos GWAS vêm sendo desenvolvidos, especialmente em nível familiar, 

a fim de encontrar regiões no genoma que contenham fatores genéticos familiares 

responsáveis pela parte não CAG da variação da idade de início da DH. Em um desses 

estudos, os cromossomos 4 e 6 foram identificados como prováveis regiões ligadas à DH, 

além de evidência marginal de ligação para os cromossomos 1, 2, 5 e 18 (Li et al, 2003). 
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As regiões de maiores valores de LOD (logarithm of odds) foram 6p, 6q e 4p (2,29; 2,28; 

1,93, respectivamente). Nestas regiões encontram-se genes candidatos a modificador, 

como o CtBP (Corepressor c-terminal-binding protein) (locus 4p16.3), bem como outros 

genes previamente descritos como modificadores da DH, como o UCHL1 (4p14) (Naze et 

al, 2002) e o GRIK2 (6q16.3) (Chattopadhyay et al, 2003). 

Mais recentemente, procurando replicar um estudo anterior, as regiões 6q23-24 e 

18q22 foram identificadas como sugestivamente ligadas à variação da idade de início na 

DH (Li  et al, 2006). Ainda nesse estudo, análises epistáticas indicaram que a região 6q23-

24 não interage com as outras cinco regiões avaliadas, podendo, assim, conter genes que 

participam de vias independentes na DH. Esta região contém 128 genes conhecidos, sendo 

dois deles de particular interesse: o SGK (serum and glucocorticoid regulated kinase) e o 

GRM1 (metabotropic glutamate receptor 1), os quais aparecem superexpressos no cérebro 

de pacientes com DH e apresentam funções neuroprotetoras. Outro gene presente nesta 

região, descrito previamente como modificador, é o GRIK2. Na região 18q22, 36 genes são 

conhecidos, entre eles o NEDD4L (neural precursor cell expressed, developmentally 

down-regulated 4-like), o qual parece interagir com a htt e ter papel importante na 

patogênese da doença (Li et al, 2006). 

Outro dois novos loci no cromossomo 2 (2p25 e 2q35) potencialmente ligados à 

DH foram descobertos em outro trabalho, além dos loci 5p14 e 5q32 (Gayan et al, 2008). 

Além disso, a provável ligação do locus 6q22, previamente descrito por outros trabalhos, 

foi confirmada. Os indivíduos incluídos neste estudo são provenientes da Venezuela e 

fazem parte do maior grupo de famílias com a doença já encontrado no mundo. Tal fato 
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possibilita uma análise mais precisa dos fatores genéticos familiares que determinam parte 

da variação da idade de início da DH (Gayan et al, 2008).  

A identificação de modificadores genéticos na DH pode representar um grande 

avanço na identificação dos mecanismos capazes de retardar a idade de início da 

manifestação da doença. 

 

1.2.2 Genes modificadores na DH 

A análise genotípica de genes candidatos é uma alternativa apropriada para 

identificar modificadores genéticos. Polimorfismos nestes genes não exercem efeito em 

indivíduos sem a doença, no entanto, podem modificar o curso da doença em indivíduos 

doentes.  

Alguns trabalhos foram publicados com a identificação de genes modificadores da 

idade de início da DH. O efeito do polimorfismo S18Y, localizado no gene UCHL1 

(ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1), sobre a variação da idade de início foi avaliado 

por dois grupos distintos. O primeiro trabalho encontrou correlação entre a presença do 

SNP S18Y e a manifestação mais tardia da doença, determinando 13% da variação da 

idade de início (Naze et al, 2002). Um segundo estudo confirmou a associação de S18Y 

com a modulação da idade de início em pacientes com DH (1,7% da variação da idade de 

início). No entanto, foi observado que indivíduos homozigotos para o alelo Y 

apresentavam os sintomas oito anos mais cedo em relação aos outros genótipos (Metzger et 

al, 2006). Pacientes euro-descendentes homozigotos para o genótipo M441 (substituição de 

uma treonina por uma metionina) no gene HAP1 (huntingtin associated protein 1)  
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manifestaram a doença oito anos mais tarde em relação aos pacientes homozigotos para o 

genótipo T441. Ensaios funcionais demonstraram que HAP1-M441 humana, além de 

interagir com a htt mutante mais fortemente que a HAP1-T441 humana, reduz os produtos 

de degradação de htt solúveis e protege da toxicidade mediada pela mesma (Metzger et al, 

2008). Outro trabalho publicado mais recentemente demonstrou que entre os genes 

relacionados à autofagia - Atg (autophagy-related) – o polimorfismo V471A (troca de 

alanina por valina) em Atg7 está associado com a antecipação da doença em quatro anos 

(Metzger et al, 2010). 

Outros genes participantes de vias relacionadas à htt e/ou que foram identificados 

por GWAS em regiões potencialmente ligadas à DH serão abordados como candidatos a 

modificadores genéticos do fenótipo da doença. São eles: GRM1, SGK1 e TGM2. Além 

disso, será feita a validação do polimorfismo M441 em HAP1 como modificador da DH na 

população em estudo. Foram incluídos neste estudo genes relacionados às ataxias 

espinocerebelares (SCAs) de repetição CAG: ATXN1 (SCA1), ATXN2 (SCA2), ATXN3 

(SCA3), CACNA1A (SCA6), ATXN7 (SCA7), PPP2R2B (SCA12), TBP (SCA17) e 

DRPLA (DRPLA), a fim de avaliarmos uma possível influência desses genes causadores 

de doenças neurodegenerativas na patogênese da DH. 

 

1.2.2.1 GRM1 (metabotropic glutamate receptor 1) 

Glutamato é o principal neurotransmissor excitatório no sistema nervoso de 

vertebrados e está envolvido em uma variedade de processos neuronais, como 

diferenciação, sobrevivência ou morte neuronal, proliferação, desenvolvimento das células 

neuronais e gliais e plasticidade na transmissão sináptica em cérebros adultos e em 
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desenvolvimento (Nakanishi and Masu, 1994). No entanto, por uma ação exacerbada deste 

neurotransmissor, conhecida como excitotoxicidade do glutamato, uma série de respostas 

de dano neuronal pós-isquemia ou hipoglicemia, epilepsia, tolerância e dependência a 

drogas, ansiedade, depressão, bem como processos neurodegenerativos agudos e crônicos 

estariam sendo desencadeadas (Meldrum, 2000). 

Em relação ao envolvimento do glutamato em processos neurodegenerativos, três 

possíveis mecanismos são considerados: i) glutamato exógeno ou compostos relacionados 

ingeridos pela dieta, estariam agindo nos receptores de glutamato causando dano neuronal; 

ii) glutamato endógeno, liberado dos neurônios, poderia contribuir para o processo de 

neurodegeneração aguda em resposta à isquemia ou ao dano traumático cerebrais; iii) a 

ativação dos receptores de glutamato contribuiria para a morte celular em doenças 

neurodegenerativas crônicas, como a DH (Meldrum, 2000). Esta última hipótese é a 

atualmente postulada para os processos neurodegenerativos crônicos. 

Os receptores de glutamato são divididos em duas classes: os ionotrópicos, que 

compreendem canais iônicos que permitem a entrada seletiva de cátions e mediam a 

neurotransmissão excitatória rápida, e os metabotrópicos (mGluRs), que são proteínas 

transmembrana, membros da família C de receptores acoplados à proteína G intracelular 

(GPCR) (Nakanishi and Masu, 1994).  

Existem, pelo menos, três diferentes tipos de receptores de glutamato ionotrópicos, 

classificados em dois subgrupos: NMDA (receptor N-metil-D-aspartato) com as 

subunidades NR1, NR2A-NR2D, NR3A, NR3B e não-NMDA, que compreende os 

receptores AMPA (ácido α-amino-3-hidróxi-5-metil-4-isoxazolepropionato), com as 
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subunidades GluR1, GluR2, GluR3 e GluR4, e os receptores cainato, que incluem as 

subunidades GluR5, GluR6, GluR7, KA1 e KA2 (Nakanishi and Masu, 1994). 

 Oito mGluRs distintos foram descritos em mamíferos e encontram-se divididos em 

três subgrupos com base na homologia de sequência, nas vias preferenciais de transdução 

de sinal e na sua farmacologia (Pin and Duvoisin, 1995). Os receptores do grupo I, que 

inclui os receptores mGluR1 e mGluR5, estão predominantemente acoplados à ativação da 

fosfolipase C via proteína Gq e são seletivamente ativados por 3,5-dihidroxifenilglicina 

(3,5-DHPG), cujo efeito é a produção de inositol trifosfato e subsequente mobilização de 

cálcio intracelular e ativação da proteína cinase C (PKC) (Ferraguti et al, 2008). O grupo II 

(mGluR2 e mGluR3) e o grupo III (mGluR4, mGluR6, mGluR7 e mGluR8) estão 

acoplados a proteínas Gi e são ativados, respectivamente, por 2R-4R ácido 

aminopiperidindicarboxílico e 2-amino-4-fosfonobutirato (Ferraguti et al, 2008). Estes 

grupos regulam negativamente a formação de cAMP (Pin and Duvoisin, 1995). 

A ação excitotóxica do glutamato através de excessiva ativação dos seus receptores 

pode ser a causa da grande perda celular neuronal observada na DH, especialmente na 

região dos neurônios estriatais. Vários subtipos de mGluRs estão diferencialmente 

expressos na população de neurônios estriatais, predominando os mGluRs do grupo I 

(mGluR1 e mGluR5) (Kerner et al, 1997; Testa et al, 1998). É possível que essa 

distribuição diferencial possa resultar em diferentes respostas eletrofisiológicas cerebrais e 

explique a vulnerabilidade à excitotoxicidade célula-específica descrita na região do 

estriado no período inicial da manifestação da doença em pacientes com DH.  

Os receptores mGluR do grupo I interagem com a proteína htt mutada e a 

optineurina (OPTN), uma proteína que interage com a htt, atua em antagonismo ao 
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agonista do receptor mGluR1a, de forma a bloquear a excitabilidade do receptor. Além 

disso, coprecipitação da htt normal foi evidenciada com o receptor mGluR1a, sendo que, 

quando OPTN é superexpressa, a coprecipitação da htt normal com mGluR1a aumenta em 

quase três vezes. No entanto, a expressão da htt normal e htt mutante sozinhas não teve 

efeito na formação de inositol fosfato (InsP) mediada pelo acoplamento do receptor 

mGluR1a com proteína Gq. Por outro lado, quando há coexpressão de OPTN, apenas a htt 

mutante leva ao aumento da ligação OPTN-mGluR1 e consequente aumento do 

antagonismo de OPTN sobre o receptor. Assim, não apenas OPTN, mas também htt 

mutante, pode antagonizar a sinalização de mGluR na DH (Anborgh et al, 2005). 

Uma vez que os sintomas da DH só começam a aparecer em geral na vida adulta, é 

possível que tanto vias neuronais protetoras estejam ativadas ou mesmo que os sinais de 

morte celular estejam atenuados na fase pré-sintomática da doença. A estimulação com um 

agonista de mGluR1/5 evidenciou a formação atenuada de InsP, a partir da ativação do 

receptor mGluR1/5, até os 9 meses de idade de ratos pré-sintomáticos homozigotos knock-

in para a htt mutante (HdhQ111/HdhQ111) quando comparados com ratos normais 

(HdhQ20/HdhQ20) (Ribeiro et al, 2010). No entanto, essa diferença na formação de InsP em 

ambos os modelos animais não foi observada a partir dos 11 meses de idade (Ribeiro et al, 

2010). Estes dados sugerem que a sinalização do Grupo I de mGluRs pode ser 

diferencialmente modulada na presença da htt mutada e que esta modulação pode variar de 

acordo com a idade. 

Os receptores mGluR1 estão envolvidos na regulação da excitabilidade neuronal, 

na plasticidade sináptica, na seleção sináptica e na liberação de neurotransmissores, 

mecanismos, estes, importantes para o desenvolvimento cerebral, aprendizado e 
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neuroproteção (Ferraguti et al, 2008). Desta forma, os receptores mGluR1 poderiam ser 

fatores-chave na determinação da idade de início em pacientes com DH. 

O gene GRM1 está localizado no locus 6q24 em humanos e codifica o receptor 

metabotrópico de glutamato 1 (mGluR1). Este gene se entende por 410 kb, dividido em 10 

éxons. 

O SNP rs1331639 está localizado no íntron 2 e o SNP rs6923492, presente no éxon 

8 (c2977 > T), resulta em uma troca do aminoácido prolina por uma serina no resíduo 993 

(P993S) (Downey et al, 2009). 

 

1.2.2.2 SGK1 (serum/glucocorticoid regulated kinase 1) 

O gene SGK1 está localizado no cromossomo 6, no locus 6p23, e codifica uma 

proteína serina/treonina cinase bastante dinâmica que desempenha um importante papel na 

resposta ao estresse celular. Entre muitas outras funções, esta cinase ativa determinados 

canais de sódio, potássio e cloro, sugerindo um envolvimento na regulação de processos de 

sobrevivência celular, excitabilidade neuronal e apoptose (Lang et al, 2009).  

Algumas vias de transdução de sinal já foram descritas na fisiopatologia da DH. 

Entre elas está uma via neuroprotetora que envolve diretamente a fosforilação da proteína 

htt no resíduo de serina 421 (S421) pela serina/treonina cinase AKT. AKT é ativada por 

IGF-1 nos neurônios estriatais e a ativação dessa via inibe a morte celular induzida pela htt 

mutante e resulta na formação reduzida de inclusões intranucleares características da DH. 

É possível que a fosforilação da htt mutante altere a sua interação com outras proteínas, 

reduzindo sua toxicidade e a formação dos agregados proteicos (Humbert et al, 2002).  
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Além da AKT, IGF-1 leva à ativação de outra cinase que pode ter papel importante 

na promoção da sobrevivência celular, a proteína SGK. Nas células estriatais, SGK é 

ativada em resposta a IGF-1 e, assim como a AKT, promove a fosforilação da htt no 

resíduo S421 in vitro e in vivo. Essa fosforilação leva ao aumento da sobrevivência das 

células neuronais do estriado que expressam htt mutante. Tanto em amostras cerebrais 

como em modelo celular de DH, SGK apresentou níveis proteicos aumentados em três 

diferentes regiões do cérebro: cerebelo, córtex e estriado (Rangone et al, 2004). 

Além de ser ativada pós-transcricionalmente em resposta a IGF-1, SGK também é 

regulada em nível transcricional em resposta a sinais extracelulares. Estes sinais incluem 

dano ao DNA, estímulos metabólicos, hormonais e estresse (Leong et al, 2003). A via 

p38/MAPK é a responsável pelo aumento da expressão de SGK em resposta a diferentes 

estresses, como sorbitol, aquecimento, radiação UV e peróxido de hidrogênio (Bell et al, 

2000). Em modelo celular de DH, com o uso de inibidores desta via, os níveis de expressão 

de SGK permaneceram constantes, mostrando que na DH o aumento desta proteína 

depende da via de sinalização p38/MAPK (Rangone et al, 2004).  

O gene SGK1 possui compreende 418 kb, organizado em 14 éxons. Os SNPs 

escolhidos para análise neste gene são rs1763505 (íntron 1) e rs1075427 (íntron 7). 

 

1.2.2.3 TGM2 (C polypeptide, protein-glutamine-gamma-glutamyltransferase) 

O gene TGM2 está localizado no cromossomo 20, no locus 20q12 e codifica a 

enzima transglutaminase tipo 2 (tecidual) – TGM2. Esta proteína se caracteriza por sua 

versatilidade multifuncional dentro da família das transglutaminases, sendo a mais 
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largamente expressa em tecidos de mamíferos, envolvida em uma variedade de funções 

bioquímicas e presente em diferentes sublocalizações celulares (Fesus and Piacentini, 

2002). Entre suas principais atividades estão: i) modificações pós-traducionais de proteínas 

envolvendo ligações cruzadas Ca+2-dependentes entre resíduos de glutamina e de lisina e a 

incorporação de aminas primárias a resíduos de glutamina; ii) atividades de proteína 

isomerase dissulfeto e de proteína cinase; iii) mediação da transdução de sinal 

transmembrana e das interações entre proteínas de superfície celular e a matriz 

extracelular. Em baixos níveis de Ca+2, TGM2 atua como proteína-G, ligando-se e 

hidrolisando GTP com afinidade e ação catalítica similar a proteínas-G clássicas (Fesus 

and Piacentini, 2002). 

A atividade de ligação cruzada Ca+2-dependente de TGM2 entre resíduos de 

glutamina (Q) de uma proteína/peptídeo substrato e lisina (K) de uma proteína/peptídeo 

cosubstrato é relacionada com a formação de agregados proteicos nas principais doenças 

neurodegenerativas, entre elas a DH. A formação de agregados na presença de TGM2 foi 

evidenciada in vitro com construtos de htt contendo domínios Qn. Em geral, a formação de 

agregados foi mais proeminente quanto maior o número de glutaminas e com as formas 

mais truncadas da proteína htt (Karpuj et al, 1999). Neste mesmo estudo foi observada a 

superexpressão desta proteína em extratos cerebrais de córtex e de cerebelo de pacientes 

com DH quando comparados a amostras controle, sendo detectada maior atividade da 

mesma nos extratos corticais nucleares se comparados aos extratos citosólicos (Karpuj et 

al, 1999).  

Uma melhor elucidação das implicações dos achados acima citados foi obtida com 

a demonstração do envolvimento de TGM2 na disfunção energética e transcricional 
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observada em doenças neurodegenerativas que envolvem proteínas poli-Q expandidas. A 

inativação in vitro de duas proteínas relacionadas ao metabolismo energético da célula, a 

gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH) e o complexo α-cetoglutarato 

desidrogenase (KGDHC), foi observada quando as mesmas estavam envolvidas em 

ligações cruzadas com uma proteína heteróloga apresentando poli-Q expandido. Este fato 

pode estar interligado com a ruptura da homeostase energética cerebral observada nessas 

doenças (Cooper et al, 1997). Subsequentemente, a histona H1 foi identificada como 

substrato para TGM2, sugerindo a participação da mesma no remodelamento da cromatina 

e na regulação da expressão gênica (Cooper et al, 2000).  

Ficou evidenciado que TGM2 poliamina a cauda N-terminal da histona H3 

(Zainelli et al, 2005). A poliaminação da cauda N-terminal de H3 aumenta a carga positiva 

da mesma e a sua propensão a interagir mais fortemente com o DNA, o qual é carregado 

negativamente. A TGM2 participaria, dessa maneira, da alteração da estrutura da 

cromatina atuando como repressora da transcrição de genes alvo (Zainelli et al, 2005). 

Assim, uma superexpressão acompanhada com hiperatividade de TGM2 poderia 

desregular a transcrição gênica. Corroborando esses achados, a inibição química de TGM2 

em neurônios derivados de modelo animal de DH expressando a proteína htt mutante 

completa resultou na normalização dos níveis de expressão (em pelo menos 25%) de 196 

genes dos 461 analisados (Zainelli et al, 2005). Utilizando o ensaio de imunoprecipitação 

da cromatina (CHIP) foi evidenciado que TGM2 ocupava extensivamente as regiões 

promotora/intensificadora de dois genes essenciais na produção energética: PGC-1α 

(peroxisome proliferator-activated receptor-γ coativator 1-α) e COX-1 (cytochrome c 

oxidase subunit I), de modo a reprimir a transcrição dos mesmos (Zainelli et al, 2005). A 
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redução da expressão de PGC-1α e de genes relacionados contribui para as disfunções 

mitocondriais e metabólicas características da DH. 

Estudos com inibição química de TGM2 com cistamina – inibidor de TGM2 – e 

geneticamente por meio de knockout de TGM2, mostraram melhora do processo 

neurodegenerativo em modelo animal murino de DH, levando-se em consideração os 

sintomas apresentados, com o retardo da idade de início das disfunções motoras e o 

prolongamento do tempo de sobrevivência dos mesmos (Mastroberardino et al, 2002; 

Bailey and Johnson, 2006). 

Embora a vasta maioria das proteínas humanas seja polimórfica, devido, 

principalmente, a polimorfismos de nucleotídeo único (SNP), é de se esperar que TGM2 

possua um alto grau de conservação genômica com limitadas variações no gene, uma vez 

que esta desempenha inúmeras funções importantes no organismo. De fato, ficou 

evidenciado, após análise sistêmica do gene, que este possui baixa frequência de variações 

genéticas na sequência codificante da proteína (Kiraly et al, 2011). 

Poucos dados de frequência alélica estão disponíveis para os SNPs neste gene e os 

valores de MAF (minimum allele frequency) são bastante baixos, o que dificulta a 

identificação das variantes na população de estudo. Os SNPs rs7270898 e rs7275079 

(íntron 2) estão localizados em uma região de possível regulação da transcrição gênica, 

podendo influenciar a expressão do gene TGM2 em pacientes com DH, sendo 

relativamente polimórficos na população. 
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1.2.2.4 HAP1 (huntingtin associated protein 1) 

O gene HAP1 está localizado no cromossomo 17, locus 17q21.2-q21.3, apresenta 

12,1 kb de extensão e se divide em 11 éxons, codificando a proteína de mesmo nome. 

HAP1 foi a primeira proteína descrita a interagir com a proteína htt. Essa interação é mais 

forte com a htt mutada do que com a htt normal. A expressão de HAP1, ao contrário da 

proteína htt, é restrita ao cérebro, sendo seletivamente expressa em neurônios (Li et al, 

1995). HAP1 estaria envolvida com tráfego axonal, uma vez que interage com proteínas de 

transporte dependentes de microtúbulos, com tráfego intracelular e endocitose, baseado na 

sua associação com organelas endossomais, com o receptor 1,4,5-inositol trifosfato tipo I e 

com o receptor de androgênios, além de estar envolvida com o transporte de BDNF (Brain-

Derived Neurotrophic Factor) (Engelender et al, 1997; Tang et al, 2003; Gauthier et al, 

2004; McGuire et al, 2006; Takeshita et al, 2006). Tais funções corroboram sua interação 

direta com a proteína htt, fazendo de HAP1 um forte candidato a modificador genético do 

fenótipo da DH.  

Novos polimorfismos foram identificados no gene HAP1 e investigados quanto a 

uma possível associação com a determinação da idade de início em 900 indivíduos com 

DH provenientes da Europa (Metzger et al, 2008). O polimorfismo rs4523977 

(g.5157502G>A) foi identificado como modificador da idade de início nos pacientes 

incluídos no estudo. A mudança polimórfica do resíduo treonina por metionina na posição 

441 (T441M) foi responsável por um atraso na manifestação dos sintomas em 8 anos para 

os indivíduos homozigotos para o genótipo M441. Através de ensaios funcionais, 

evidenciou-se uma associação forte entre a proteína HAP1-M441 e a proteína htt mutante, 
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com a redução dos produtos de degradação de htt solúveis e a proteção contra a toxicidade 

mediada pela mesma (Metzger et al, 2008). 

Dois anos após a identificação de HAP1 como modificador da idade de início da 

DH, outro grupo reproduziu o mesmo estudo, com a inclusão de alguns genes previamente 

identificados como modificadores, em uma população de 419 pacientes, menos da metade 

utilizada no primeiro estudo. A mesma associação, embora modesta, foi encontrada para o 

alelo de risco A. A diferença na média da idade de início para o genótipo M441 

homozigoto em relação aos demais genótipos foi bastante sutil, mas mostrou uma 

tendência de retardo no início da manifestação da DH para este grupo (Taherzadeh-Fard et 

al, 2010).  

O SNP rs4523977 será incluído nesse estudo visando a validação da ação protetora 

deste polimorfismo na população em questão.  

 

1.2.2.5 Ataxias espinocerebelares 

As ataxias espinocerebelares (SCAs) são um grupo de manifestações patológicas 

neurodegenerativas raras, de herança autossômica dominante, que apresentam como 

característica comum a degeneração cerebelar progressiva, com consequente prejuízo no 

equilíbrio, na marcha, nos movimentos coordenados dos membros, bem como na fala.  

À medida que as várias SCAs foram sendo identificadas, um número 

correspondente à ordem cronológica das descobertas foi sendo atribuído a cada uma delas 

(SCA1, SCA2, e assim sucessivamente), sendo a SCA36 a mais recentemente descrita (até 

20 de dezembro de 2012) (Kobayashi et al, 2011). O número desta última forma de SCA 
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não corresponde diretamente ao total de SCAs descritas até o momento, uma vez que 

dentro desta classificação foram incluídas outras síndromes relacionadas que não ataxias 

espinocerebelares propriamente ditas. Desconsiderando essas síndromes relacionadas, há 

um total de 30 diferentes loci associados às SCAs, sendo que para 21 delas já foram 

identificadas as variantes genéticas associadas (Hersheson et al, 2012). 

O grupo mais prevalente dentro das ataxias espinocerebelares inclui as SCAs 

causadas por expansão das repetições trinucleotídicas CAG na região codificante dos 

genes, as quais codificam o aminoácido glutamina. As doenças de “poliglutaminas”, como 

são conhecidas as SCAs pertencentes a este grupo, incluem a SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, 

SCA7, SCA17 e DRPLA (Tabela 1). Esse grupo de SCAs apresenta em comum a produção 

de uma proteína mutante com um trecho anormalmente alongado de poliglutaminas, à qual 

se atribui as causas das manifestações clínicas observadas em indivíduos com a doença. A 

SCA12 também é causada por uma expansão das repetições CAG, porém estas se 

localizam na região 5’ não-codificante do gene PPP2R2B (Holmes et al, 1999) (Tabela 1). 

O mecanismo de patofisiologia da SCA12 ainda é desconhecido. Assim como na DH, as 

SCAs se manifestam quando o número de repetições ultrapassa o limiar considerado 

normal e a idade de início da manifestação dos sintomas também é determinada por uma 

correlação inversa ao número de repetições CAG. O número de repetições tende a 

aumentar ao longo das gerações, resultando em uma idade de início mais precoce e em um 

fenótipo mais grave de uma geração para outra; este evento é chamado de antecipação 

genética (Hersheson et al, 2012).  
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Tabela 1. Ataxias espinocerebelares dominantes de repetição CAG 

Nome  OMIM Locus Gene Proteína Tipo de mutação % SCAs 

SCA1 164400 6p22.3 ATXN1 Ataxina 1 Expansão CAG entre 39 e 
81 repetições puras 

6–27% 

SCA2 183090 12q24.12 ATXN2 Ataxina 2 Expansão CAG mais de 32 
repetições puras 

13–18% 

SCA3 109150 14q32.12 ATXN3 Ataxina 3 Expansão CAG entre 54 e 
86 

20–50% 

SCA6 183086 19p13.2 CACNA1A Subunidade α1A do 
canal de cálcio 
voltagem 
dependente tipo P/Q 

Expansão CAG entre 21 e 
33 

13–15% 

SCA7 164500 3p14.1 ATXN7 Ataxina 7 Expansão CAG entre 36 e 
450 

3–5% 

SCA12 604326 5q32 PPP2R2B Subunidade 
regulatória B da 
proteína fosfatase 2 
β 

Repetição CAG em 5' UTR 
maior que 51 repetições 

Rara 

SCA17 607136 6q27 TBP Proteína ligante de 
TATA-box 

Expansão CAG/CAA entre 
43 e 66 

Rara 

DRPLA 125370 12p13.31 DRPLA Atrofina 1 
Expansão CAG entre 48 e 
93 Rara 

 

Ao contrário das mutações estáticas que são estavelmente transmitidas para a prole, 

as mutações de repetições nucleotídicas são dinâmicas, com um processo de mutação 

continuada nos tecidos e ao longo de gerações. Trechos longos de repetições são mais 

suscetíveis à mutação do que trechos curtos. O mecanismo molecular que rege a 

instabilidade das mutações dinâmicas ainda não está totalmente esclarecido. A 

instabilidade do DNA pode ser causada pela própria expansão ou em conjunto com cis-

elementos gene-específicos que se localizam próximos à expansão e por trans-elementos 

que atuam na replicação e reparo do DNA (Pearson et al, 2005).  

Já foram descritas associações entre alelos normais longos em cis-elementos gene-

específicos, e a modulação do fenótipo de doenças neurodegenerativas. É o caso da 

associação entre alelos longos de ATXN2 (> 29 repetições CAG) e o risco aumentado para 
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ELA (Esclerose Lateral Amiotrófica) (Daoud et al, 2011). Da mesma forma, a presença de 

alelos normais longos no gene CACNA1A mostrou-se associada com a manifestação 

precoce da ataxia espinocerebelar do tipo 2 (SCA2) (Pulst et al, 2005). 

Assim, repetições CAG longas em alelos normais de genes relacionados a doenças 

de poliglutaminas podem influenciar na variação da idade de início em pacientes com DH. 

Os genes relacionados às ataxias espinocerebelares SCA1 (ATXN1), SCA2 (ATXN2), 

SCA3 (ATXN3), SCA6 (CACNA1A), SCA7 (ATXN7), SCA12 (PPP2R2B), SCA17 (TBP) e 

DRPLA (DRPLA) foram selecionados como candidatos a modificadores da idade de início 

da DH. 
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2. JUSTIFICATIVA 

A DH é a forma mais comum das doenças neurodegenerativas hereditárias. Esta se 

manifesta em geral na vida adulta, sendo a idade de início dos sintomas parcialmente 

determinada pelo número das repetições CAG expandidas no gene relacionado à doença. O 

restante da variabilidade da idade de início deve estar relacionado a fatores genéticos e 

ambientais. A compreensão da ação desses fatores genéticos na modulação da idade de 

início da DH pode ser bastante elucidativa quanto aos mecanismos envolvidos na 

patogênese da doença, bem como pode ser o ponto de partida para a geração de 

intervenções terapêuticas eficientes na contenção da doença. 

Alguns genes modificadores da idade de início já foram descritos na DH. A análise 

de variantes polimórficas em genes candidatos a modificadores é uma estratégia útil na 

determinação de fatores genéticos moduladores do fenótipo da doença. Os genes GRM1, 

SGK1, ATXN1, PPP2R2B e TBP estão em regiões, ou em regiões próximas, identificadas 

por estudos de GWAS como associadas à DH e podem estar diretamente envolvidos na 

determinação da idade de início de indivíduos com DH. O gene TGM2 parece ter função 

bastante importante na patogênese da DH, por sua interação com a proteína htt e por seu 

envolvimento na disfunção energética e transcricional observada em doenças 

neurodegenerativas que envolvem proteínas poli-Q expandidas. O gene HAP1 já foi 

descrito como modificador da DH e a sua validação em subgrupos diferentes da população 

poderá reforçar sua importância na fisiopatologia da doença. Os genes relacionados às 

SCAs (ATXN1, ATXN2, ATXN3, CACNA1A, ATXN7, PPP2R2B, TBP e DRPLA) podem 

atuar como elementos moduladores do fenótipo de doenças neurodegenerativas através de 

alelos normais longos em cis-elementos gene-específicos.  
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Identificar a ação de alguns fatores genéticos na modulação da idade de início da 

DH; 

3.2 Objetivos Específicos 

3.2.1 Determinar as frequências alélicas e genotípicas de variantes polimórficas nos 

genes, GRM1 (rs1331639 e rs6923492), SGK1 (rs1763505 e rs1075427), TGM2 

(rs7270898 e rs7275079) e HAP1 (rs4523977) em pacientes e em indivíduos 

controles; 

3.2.2 Avaliar a presença de associação entre as variantes genéticas acima citadas e a 

variabilidade da idade de início dos sintomas clínicos em indivíduos com DH; 

3.2.3 Correlacionar o número de repetições CAG no alelo normal do gene HTT com 

a idade de início dos sintomas em indivíduos com DH; 

3.2.4 Determinar o número de repetições CAG em ambos os alelos dos genes 

ATXN1 (SCA1), ATXN2 (SCA2), ATXN3 (SCA3), CACNA1A (SCA6), ATXN7 

(SCA7), PPP2R2B (SCA12), TBP (SCA17) e DRPLA (DRPLA) em casos e 

controles, comparar as frequências alélicas encontradas e correlacionar o tamanho 

dos alelos com a variação da idade de início em indivíduos com DH. 
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4. RESULTADOS 

 

 

 

 

 

Os resultados deste trabalho serão apresentados na forma de dois artigos científicos. 
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4.1 Artigo 1 

 

 

SEARCHING FOR GENETIC MODIFIERS OF AGE AT ONSET IN 

HUNTINGTON’S DISEASE 

 

Este manuscrito será submetido para a revista American Journal of Medical 

Genetics Part B: Neuropsychiatric Genetics. 
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ABSTRACT 

Huntington’s disease is the most common inherited neurodegenerative disorder generally 

starting at adulthood. Mean age at onset (AO) is around 40 years and is mainly determined 

by CAG repeats length of the mutant HTT allele. The remaining variation observed in HD 

patient is due to genetic and environmental factors. Some genetic modifiers of AO have 

already been described and are useful to understand the HD pathogenesis. GRM1, SGK1, 

TGM2 and HAP1 genes were assessed in this study in a cohort of 91 Brazilian unrelated 

HD patients. Association of HAP1 and AO were confirmed as previously reported with a 

modest but significant correlation (p=0.044). Lack of association of other tested variables 

may be due to small size sample. Therefore, multicenter studies should be performed with 

those genes or other good candidates to HD modifiers. 

 

Key words: Huntington’s disease, genetic modifiers, age at onset, single nucleotide 

polymorphism (SNP) 
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INTRODUCTION 

Huntington’s disease (HD) (OMIM 143100) is the most common 

neurodegenerative disorder that is autosomal dominantly inherited with clinical age at 

onset (AO) in adult life. HD is characterized by motor dysfunction, cognitive deficits, and 

psychiatric disturbances that starts commonly between 35–50 years of age (Hayden, 2001). 

HD associated mutation is an expansion of CAG trinucleotide repeats in the first exon of 

HTT gene that encodes for huntingtin (htt) protein (MacDonald et al, 1993). The mutant 

protein with an abnormally long polyglutamine stretch is responsible for the dysfunction, 

neurodegeneration, and the primary clinical characteristics shown by HD patients. CAG 

repeat length is known to be the main factor associated to AO. However, it is responsible 

for only 42-73% of its variation that leads to the occurrence of environmental and genetic 

modifiers (Wexler et al, 2004). Based on studies in siblings, familial genetic factors might 

account for 11 to 19% of AO variation (Rosenblatt et al, 2001). Among these genetic 

factors, other genes can be able of modifying the course of disease.  

Genome wide association studies (GWAS) have been performed and genomic regions have 

been associated to AO variation in HD (Gayan et al, 2008; Li et al, 2003; Li et al, 2006). A 

great number of genes were identified in these regions and UCHL1 gene located at locus 

4p14 (Naze et al, 2002) and GRIK2 gene located at locus 6q16.3 (Chattopadhyay et al, 

2003) have been previously identified as potential genetic modifiers. Polymorphisms in 

these genes can modulate mechanisms responsible for delaying or anticipating the onset of 

the disorder. 

We have chosen four genes among a wide variety of candidates to assess their potential 

association to AO in this study. GRM1 (metabotropic glutamate receptor 1) and SGK 
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(serum and glucocorticoid regulated kinase) are located in regions that have been 

associated with AO modulation by GWAS (Li et al, 2006) and are involved in 

neuroprotection; TGM2 (C polypeptide, protein-glutamine-gamma-glutamyltransferase) 

plays a central role in HD pathogenesis, regulating gene transcription and formation of htt 

aggregates; and HAP1 (huntingtin associated protein 1) has been previously described as a 

modifier in HD (Metzger et al, 2008), and it was included in this work to validate the data 

in our population. 
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SUBJECTS AND METHODS 

Ninety-one unrelated Brazilian HD patients were previously diagnosed by molecular 

analysis. Age at onset (AO) of each patient was defined as the date when patient or a close 

relative noticed the first symptom. Either the patient or a close relative have signed an 

informed consent to participate in this study. We have also included 100 unrelated subjects 

as controls. 

DNA was isolated from peripheral blood by standard methods (Miller et al, 1988). CAG 

repeat length was determined by PCR (Polymerase Chain Reaction) using primers HuntF 

5’-GACCCTGGAAAAGCTGATGAAGGC-3’ and HuntAR 5’-

TGGCGGCTGTTGCTGCTGCTG-3’. The latter was labeled in 5’ end with 6-FAM (6-

carboxifluoroscein). PCR reaction was performed in a total of 25 µL, containing 40 ng of 

genomic DNA, 4 pmol of each primer, 2 mM dNTPs, 1.5 mM MgCl2, 1X GeneAmp® Gold 

Buffer, 10% (v/v) DMSO (dimetyl sulfoxide), and 1.25 U of AmpliTaq Gold DNA 

polimerase. Amplification was as follows: denaturation step at 95ºC for 10 minutes, 

followed by 5 cycles at 94ºC for 30 seconds and 72ºC for 3 minutes, 5 cycles at 94ºC for 

30 seconds and 70ºC for 3 minutes, 5 cycles at 94ºC for 30 seconds, 68ºC for 1 minute and 

72ºC for 2 minutes and 20 cycles at 94ºC for 30 seconds, 60ºC for 1 minute and 72ºC for 3 

minutes and a final extension at 72ºC for 20 minutes. Following amplification, PCR 

product was submitted to capillary electrophoresis in an ABI3130xl Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems) using a mixture of 0.5 µL of each sample, 9.3 µL of Hi-Di™ 

Formamide (Applied Biosystems) and 0.2 µL of GeneScan™ 500 LIZ™ size standard. 

Samples were denatured at 95ºC for 5 minutes and left on ice for 5 minutes before being 

injected during 22 seconds at 3 kV and left running during 40 minutes at 60ºC in a 50 cm 
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long capillary containing Polymer POP-7 (Applied Biosystems). Data was then analyzed 

by GeneMapperID® software 4.0 (Applied Biosystems).  

Allelic discrimination of SNPs was performed by qualitative real time PCR using the 

TaqMan® PCR Assay (Applied Biosystems), which is based on fluorescent minor groove 

binding probes. Assays used in this study are listed in Table SI and were ordered from 

Applied Biosystems. PCR reaction was performed in a final volume of 8 µL containing 4 

ng of DNA, 0.2 µL of specific TaqMan assay and 4 µL of 2X PCR Genotyping Master Mix 

(Applied Biosystems). Amplification included an initial step at 50ºC for 2 minutes 

(activation of AmpErase UNG function), AmpliTaq® Gold activation at 95ºC for 10 

minutes, followed by 40 cycles of denaturation at 95°C for 15 seconds and annealing 

extension at 60ºC for 1 minute. Allelic discrimination step was performed at 60ºC for 1 

minute. PCR products were analyzed by the Sequence Detection System Software version 

1.2.1 (Applied Biosystems) in the ABI Prism 7500 through allelic discrimination plot.  

The majority of SNPs were selected using SNP Tagger tool of HAPLOVIEW software, 

available from The International HapMap Consortium, 2009. rs4523977 (HAP1) and 

rs6923492 (GRM1) were included based on previously published data (Metzger et al, 

2008); (Downey et al, 2009). 

Statistical analyses were performed using SPSS Statistics 18 (Statistical Package for Social 

Sciences, version 18). Allelic and genotypic frequencies were estimated by gene count and 

compared by Pearson Chi-square (χ²). Genotypic frequencies were tested to deviation of 

Hardy-Weinberg equilibrium, using Chi-square test with significance level of 5%.  

Correlation between AO and CAG repeat number in mutated allele was estimated using 

simple linear regression, with logarithmic transformation of AO to a better fit on 
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determination coefficient (R²). The influence of polymorphism on AO was assessed by 

multiple linear regressions including each SNP individually. 
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RESULTS 

Our cohort included patients with CAG repeat size in the mutated allele ranging from 39 to 

79 repeats with a mean repeat number of 47 (47 ± 7.6 repeats), while normal allele CAG 

repeats ranged from 10 to 30 repeats with a mean of 18.3 (18.3 ± 3.4 repeats). Mean AO 

was 37.3 years (37.3 ± 12.4 years) ranging from 6 to 72 years. In our case, length of CAG 

repeat was responsible for 65.3% (R²=0.653; p<0.0001) of variation in AO (Figure S1). 

The regression model was well adjusted after a logarithmic transformation of dependent 

variable AO. According to this function, an increase in one CAG unit is responsible for a 

decrease of 0.95 years at AO.  

Allelic and genotypic frequencies distribution in cases and controls are presented in table I. 

rs6923492 allelic and genotypic frequencies were statistically different (χ²=5.079; p=0.024 

e χ²=14.079; p=0.001, respectively). Genotypic distribution was tested to Hardy-Weinberg 

Equilibrium (HWE) and both rs1075427 (SGK1) and rs6923492 (GRM1) were not in HWE 

in both cases and controls (χ²=7.239; p=0.027 and χ²=7.586; p=0.023). Both SNPs were 

then excluded from further analysis.  
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Table I. Allelic and genotypic SNP frequencies distribution 

 HD patients  Normal subjects   

Allele/Genotype n = 91 n = 100 χ² pa 

          

rs6923492 (GMR1)     

C 102 (0.56) 89 (0.44)   

T 80 (0.44) 111 (0.56) 5.079 0.031* 

C/C 32 (0.35) 13 (0.13)   

C/T 38 (0.42) 63 (0.63)   

T/T 21 (0.23) 24 (0.24) 14.079 0.001* 

rs1331639 (GRM1)     

C 111 (0.61) 126 (0.63)   

T 71 (0.39) 74 (0.37) 0.164 0.752 

C/C 35 (0.38) 36 (0.36)   

C/T 41 (0.45) 54 (0.54)   

T/T 15 (0.16) 10 (0.10) 2.359 0.317 

rs1763505 (SGK1)     

C 123 (0.68) 135 (0.68)   

T 59 (0.32) 65 (0.33) 0.000 1.000 

C/C 38 (0.42) 46 (0.46)   

C/T 47 (0.52) 43 (0.43)   

T/T 6 (0.06) 11 (0.11) 1.956 0.396 

rs1075427 (SGK1)     

C 104 (0.57) 112 (0.56)   

T 78 (0.43) 88 (0.44) 0.051 0.837 

C/C 36 (0.40) 33 (0.33)   

C/T 32 (0.35) 46 (0.46)   

T/T 23 (0.25) 21 (0.21) 2.315 0.314 

rs7270898 (TGM2)     

A 90 (0.49) 105 (0.53)   

G 92 (0.51) 95 (0.47) 0.355 0.609 

A/A 21 (0.23) 25 (0.25)   

A/G 48 (0.53) 55 (0.55)   

G/G 22 (0.24) 20 (0.20) 0.513 0.807 



46 

 

rs7275079 (TGM2)     

C 91 (0.50) 95 (0.47)   

T 91 (0.50) 105 (0.53) 0.238 0.682 

C/C 22 (0.24) 20 (0.20)   

C/T 47 (0.52) 55 (0.55)   

T/T 22 (0.24) 25 (0.25) 0.510 0.792 

rs4523977 (HAP1)     

A 30 (0.16) 41 (0.20)   

G 152 (0.84) 159 (0.80) 1.016 0.357 

A/A 4 (0.05) 3 (0.03)   

A/G 22 (0.24) 35 (0.35)   

G/G 65 (0.71) 62 (0.62) 2.797 0.268 

Frequencies are shown within parentheses. Fisher’s exact test (χ²) was used to compare allelic and 
genotypic frequencies in cases and controls. a P values < 0.05 were considered significant. 

 

Regression model was used to assess the influence of rs1331639, rs1763505, rs7270898, 

rs7275079, and rs4523977 in variation of AO together with length of CAG tract. Each SNP 

genotype was assessed one by one. These results are shown in table II. We have confirmed 

correlation of rs4523977 AA genotype and AO (p=0.044) that was previously published 

(Metzger et al, 2008). Mean AO of AA genotype was 27 years (27 ± 16.3 years) and this is 

statistically significant from other genotypes (Figure 1). Lack of association with late onset 

might be a consequence of small homozygous patients number (n=4). Examining the 

variation in model correlation (∆R²) we see that all models increased the R² value, even 

though not statistically significantly, especially rs4523977 (∆R²=0.016). 
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Table II. Single and multiple linear regression models 

 

Model R² ∆R² pa Powerb 

CAG x AO 0.653 - <0.0001* 1.000 

CAG x AO + rs7270898 0.654 0.001 0.886 0.068 

AA    0.660 0.072 

AG    0.664 0.072 

GG   0.886 0.068 

CAG x AO + rs7275079 0.654 0.001 0.886 0.068 

CC   0.658 0.072 

CT   0.927 0.051 

TT   0.886 0.068 

CAG x AO + rs4523977 0.669 0.016 0.130 0.418 

AA   0.044* 0.524 

AG   0.771 0.060 

GG   0.130 0.418 

CAG x AO + rs1763505 0.657 0.004 0.664 0.115 

CC   0.675 0.070 

CT   0.452 0.116 

TT   0.664 0.115 

CAG x AO + rs1331639 0.654 0.001 0.949 0.058 

CC   0.753 0.061 

CT   0.785 0.058 

TT   0.949 0.058 
___________________________________________________________________________________________________________________ 

a P values < 0.05 were considered significant. b Statistical power observed for tested sample. 
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Figure 1. AO distribution in rs4523977 AA, AG, and GG genotypes. Mean AO 
(black line in boxes) were AA=27 (27 ± 16.3 years) (ranging from 7 to 45 years); AG=39 
(39 ± 13.3 years) (ranging from 6 to 57 years) and GG=37.5 (37.5 ± 11.7 yaers) (ranging 
from 12 to 72 years). 

 

Patients were divided into three groups according to expected AO variation: (i) patients 

with AO more than one SD (standard deviation) below average (-1SD), named early-onset 

group (n=10); (ii) patients with AO between -1 and +1 SD from average, named average 

AO (n=74); (iii) patients with AO one SD above the average (+1SD), named late-onset 

group (n=7). Genotypic frequencies of each SNP in early-onset, average, and late-onset 

group were compared by Chi-square test with Monte Carlo correction. No statistical 

significant difference was found between group frequencies (rs7270898 - p=0.079; 

rs7275079 - p=0.056; rs4523977 - p=0.394; rs1763505 - p=0.743, and rs1331639 - 

p=0.821).  

 

*  
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Distribution of CAG repeats in early-onset group shows no difference to all genotypes of 

each tested SNP in both groups. A tendency of association was observed in rs7270898 CC 

and rs7275079 GG genotypes (p=0.074) with large CAG repeat length (Figure 2). Only the 

genotypes CC (n=3) and CT (n=7) were found to rs1763505 (p=0.491). The Mann-

Whitney test was not significant to CAG length distribution in both genotypes (U=7.500; 

p=0.491). Results of additional SNPs are shown in figure S2. 

Similar analysis was done in the late-onset group. All patients were heterozygous in 

rs7270898 and rs7275079 (AG and CT, respectively) and showed the same CAG repeat 

length average 47.86 ± 13.67 repeats. Only the genotypes AG (n=2) and GG (n=5) and 

none AA (M411) were found to rs4523977. This explains the lack of association of M441 

with late-onset disease. Only genotypes CC (n=4) and CT (n=3) were detected in the 

analysis of rs1763505. CAG length distribution was the same in both genotypes in each 

SNP (U=4.500; p=0.845 and U=5.500; p=0.858, respectively). To rs1331639 (CC (n=2), 

CT (n=3) and TT (n=2)) we used Kruskal-Wallis test (p=0.978). Distribution of each 

genotype is condensed in figure S3.  
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a)                                                         b) 

 

 

Figure 2. CAG repeat length distribution of mutant alleles among genotypes of 
rs7270898 (a) and rs7275079 (b) in early-onset group. There is a tendency of longer CAG 
repeat length to be associated with GG and CC genotypes (69 ± 14.14 repeats), while the 
heterozygous genotypes (AG - rs7270898 and CT - rs7275079) showed lower average (46 
± 5.26 repeats). p=0.074 for both rs7270898 and rs7275079 - Kruskal-Wallis test. (AA 
n=1; AG n=7; GG n=2; TT n=1; CT n=7; CC n=2.). 
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DISCUSSION 

This is the first study in a Brazilian population to assess the influence of genetic modifiers 

in modulate AO. Our results confirm association of HAP1 M441 genotype to variation in 

HD AO (p=0.044), even though we were not able to confirm the delay caused by this 

genotype reported by the original study (Metzger et al, 2008). A tight binding of HAP1-

M441 to mutant htt when compared to T441 has been reported previously and this protein 

change does not alter its interaction of wild-type htt and with other interacting proteins 

(Metzger et al, 2008). HAP1-M441 colocalizes with htt aggregates and seems to be 

responsible for stabilizing htt aggregates as well as reducing the amount of soluble 

degraded htt products and apoptosis reduction. Results presented here confirm that HAP1 

is a powerful genetic modifier of HD and further studies to understand the molecular 

mechanism of HD responsible for the delay of AO must be performed.  

We have not found association of tested SNPs in SGK1 and GRM1 genes and AO. 

Therefore additional SNPs remain to be studied in these genes in order to provide a more 

extensive view of a possible influence of this region on AO.  

We have observed a tendency of genotypes GG and CC in both rs7270898 and rs7275079, 

respectively, to longer CAG repeat length (p=0.074) in the early-onset group. However, we 

were not able to confirm TGM2 as genetic modifier of HD, according to the evaluated 

SNPs. The transglutaminase cross linking activity Ca+2-dependent between the 

carboxamide (terminal amide) of a glutamine (Q) residue in a protein substrate with the ε 

amino group of a lysyl (K) residue of another protein is responsible for this function 

(Cooper et al, 2002). In addition, TGM2 seems to act as a repressor of target genes by 

changing chromatin conformation. It is critical for essential genes to energetic production, 
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as PGC-1α and COX-1 that contributes to mitochondrial and metabolic dysfunction 

characteristics of HD (Zainelli et al, 2005). However, this protein is highly conserved 

across species and this gene is low polymorphic (Kiraly et al, 2011).  

TGM2 is a good modifier candidate regarding its involvement in the formation of protein 

aggregates in several neurodegenerative diseases including HD. We have observed a 

tendency of genotypes GG and CC in both rs7270898 and rs7275079 to longer CAG repeat 

length (p=0.074) in the early-onset group. However, we were not able to confirm TGM2 as 

genetic modifier of HD, according to the evaluated SNPs. The transglutaminase cross 

linking activity Ca+2-dependent between the carboxamide (terminal amide) of a glutamine 

(Q) residue in a protein substrate with the ε amino group of a lysyl (K) residue of another 

protein is responsible for this function (Cooper et al, 2002). In addition, TGM2 seems to 

act as a repressor of target genes by changing chromatin conformation. It is critical for 

essential genes to energetic production, as PGC-1α and COX-1 that contributes to 

mitochondrial and metabolic dysfunction characteristics of HD (Zainelli et al, 2005). 

However, this protein is highly conserved across species and this gene is low polymorphic 

(Kiraly et al, 2011). This fact cans difficult identification of TGM2 as a genetic modifier 

by genotypic analysis. 

Lack of association of other tested variables may be due to some of the following issues. 

As we have included specific SNPs, we cannot rule out that additional polymorphic 

regions in these genes could be responsible for a modifier effect in HD patients. These 

SNPs were chosen based on GWAS performed in a population with different ethnic 

background; therefore we might be studying genomic regions that are not so relevant for 

our mixed population. The other issue is related to the limited number of patients included 
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in these analyzes which can result in lack of power to detect genetic factor with low 

penetrance. We can than conclude that further studies should be performed including 

additional SPNs in these genes or extending the analysis to other regions of the genome in 

a larger population with similar ethnic background to address possible genetic modifiers of 

HD.  
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

 

Table S1. SNPs included in this study and probes sequences 

 

Gene Chromosome 
location  

dbSNP ID Genomic 
location 

Chromosome position Gene 
location  

Probes sequences (VIC/FAM) 

GRM1 6q24.3 rs1331639 g.50601326C>T chr6:146431869-146431869 Intron 2 TATTTAAGGCATTTATTTTGTATTT[C/T]CTCATAGGCTGTTTTGTATGGTTAT 

GRM1 6q24.3 rs6923492 g.50924781T>C chr6:146755324-146755324 Exon 8  CGCGGCGACCACTCCGCCTCTGCCG[C/T]CCCACCTGACCGCAGAGGAGACCCC 

HAP1 17q21.2 rs4523977 g.5157502G>A chr17:39883350-39883350 Exon 9 CAAGAACCACCCAAACCTAAGTGTT[C/T]TGAGGCCAGGCCAGCACCCCCTGCA 

SGK1 6q23.2 rs1763505 g.38750575T>C chr6:134581118-134581118 Intron 1 GTAAATCAGCAAACATGAGCAATAA[C/T]GATTTATATTTG CATGGCATTCTAT 

SGK1 6q23.2 rs1075427 g.38673661C>T chr6:134504204-134504204 Intron 7 ATCGTGCTTTTTCTAGGTCAATAAG[C/T]TTATCCTGCAGGAATGAGAAGAGGA 

TGM2 20q11.23 rs7275079 g.6989337C>T chr20:36793245-36793245 Intron 2 CAAGAACCACCCAAACCTAAGTGTT[C/T]TGAGGCCAGGCCAGCACCCCCTGCA 

TGM2 20q11.23 rs7270898 g.6987920G>A chr20:36791828-36791828 Intron 2 AAGTGCCTTGTATGTGAATTATCTC[A/G]ACTTAAATCCCAAAACAACTCCGCT 

 

 



 

 

Figure S1. Simple linear regression graph between the independent variable CAG 
repeat length (CAG) and the dependent variable AO after a logarithmic 
transformation (logAO). (R²=0.653; p<0.0001). 
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a)                                                          b) 

 

 

c) 

 

Figure S2. Box spot graphs of CAG repeat length distribution in the mutant allele 
among genotypes of a) rs4523977 (AA=1, AG=4, GG=5; p=0.444), b) rs1763505 
(CC=3, CT=7; p=0.491) and c) rs1331639 (CC=3, CT=5, TT=2; p=0.625) in early-
onset group. Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests with statistical significance to 
p<0.05. 
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a)                                                         b) 

 

c)                                                             d) 

 

e) 

 

Figure S3. Box spot graphs of CAG repeat length distribution among genotypes in 
assessed SNPs in late-onset group. There was not statistical difference in 
distribution of CAG repeat length among genotypes to each SNP. rs7270898, 
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AG=7 (47.8 ± 13.6); rs7275079, CT=7 (47.8 ± 13.6); rs4523977, AG=2 (42.5 ± 
0.7) e GG=5 (50.0 ± 16.0), p=0.845; rs1763505, CC=4 (50.7 ± 18.2) and CT=3 
(44.0 ± 4.3), p=0.858; rs1331639, CC=2 (42.5 ± 0.7), CT=3 (53.3 ± 21.3), TT=2 
(45.0 ± 5.6), p=0.978. (SNP, sample to each genotype (average ± SD), p value). 
Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests with statistical significance to p<0.05.  
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4.2 Artigo 2 

 

 

HUNTINGTON’S DISEASE: POLY-Q REPEAT VARIATION IN ATXN1 AS A 

POTENTIAL MODIFIER OF AGE AT ONSET 

 

 

Este manuscrito será submetido para a revista Movement Disorders. 
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ABSTRACT 

Background: A number of human genetic neurodegenerative diseases are caused by an 

expansion of CAG repeat tract in disease causative gene region. A common feature among 

all these trinucleotide repeat diseases is strong inverse correlation between CAG repeat 

length and age at disease onset. Despite of it, individuals with the same number of CAG 

repeats show high variation in disease onset pointing to the occurrence of other factors that 

modulate age at disease onset. Purpose: We hypothesized that long normal alleles in other 

genes associated to neurodegenerative diseases caused by CAG expansion can be 

associated to premature disease onset in HD. Methods: We assessed here influence of 

normal HTT allele and long normal alleles in ATXN1, ATXN2, ATXN3, CACNA1A, ATXN7, 

PPP2R2B, TBP and DRPLA genes in 89 unrelated Brazilian patients with Huntington’s 

disease. Results: CAG repeat length in mutant allele was responsible for ~58% of age at 

disease onset variance. Of the genetic factors tested, only normal CAG repeats in ATXN1 

long allele showed a modest but significant correlation with AO (p=0.045) explaining 

4.5% of the residual variation in age at disease onset. Conclusion: Further studies are 

required to confirm ATXN1 gene as genetic modifier of age at Huntington’s disease onset. 

 

Keywords: Huntington’s disease, HTT gene, CAG repeats, long normal alleles, 

trinucleotide repeat diseases, age at onset. 
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INTRODUCTION 

Huntington’s disease (HD) (OMIM 143100) is a neurodegenerative disorder caused by an 

expansion of CAG trinucleotide repeat above 36 units in the first exon of HTT gene which 

codes for a mutant huntingtin (htt) protein 1. HD is one of nine neurodegenerative diseases 

caused by an expansion of CAG repeat located in gene coding region. In addition to HD, 

these disorders include spinal and bulbar muscular atrophy (SBMA), spinocerebellar 

ataxias (SCAs) 1, 2, 3, 6, 7, 17 and dentatorubral-pallidoluysian atrophy (DRPLA) and are 

known as polyglutamine diseases. Spinocerebellar ataxia type 12 is caused by expanded 

CAG repeats that, unlike polyglutamine diseases, are located in 5’ non-coding of 

PPP2R2B gene (Table 1). The molecular mechanisms involved in these disease 

developments are under extensive investigation. 

Table 1. Human diseases caused by CAG expanded repetitions 

Disease MIM Locus Gene Protein Type of mutation 
HD 143100 4p16.3 HTT Huntingtin CAG expansion more than 36 repeats 

SBMA 313200 Xq12 AR Androgen receptor CAG expansion ranging from 38 to 62 repeats 

SCA1 164400 6p22.3 ATXN1 Ataxin 1 CAG expansion ranging from 39 to 81 pure 
repeats 

SCA2 183090 12q24.12 ATXN2 Ataxin 2 CAG expansion more than 32 pure repeats 

SCA3 109150 14q32.12 ATXN3 Ataxin 3 CAG expansion ranging from 54 to 86 repeats 

SCA6 183086 19p13.2 CACNA1A Calcium channel, 
voltage dependent 
P/Q type, α1A 
subunit  

CAG expansion ranging from 21 to 33 repeats 

SCA7 164500 3p14.1 ATXN7 Ataxin 7 CAG expansion ranging from 36 to 450 repeats 

SCA12 604326 5q32 PPP2R2B Protein phosphatase 
2, regulatory subunit 
B, β 

CAG expansion in 5'UTR more than 51 repeats 

SCA17 607136 6q27 TBP TATA-box binding 
protein 

CAG/CAA expansion ranging from 43 to 66 
repeats 

DRPLA 125370 12p13.31 DRPLA Atrophin 1 
CAG expansion ranging from 48 to 93 repeats 
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A common feature among all these polyglutamine diseases is strong inverse correlation 

between CAG repeat length and age at disease onset (AO). In HD, the CAG repeat length 

explains 42-73% of AO variation, suggesting that there can be cis- and trans-acting genetic 

factors, non-allelic genetic modifiers, stochastic and environmental factors influencing age 

of onset (AO) in addition to the pathogenic allele itself 2. 

Another shared characteristic among CAG repeat diseases is a genetic phenomenon called 

genetic anticipation, in which disease severity increases and/or AO decreases from one 

generation to next. Unlike static mutations, which are retained in somatic tissues and stably 

transmitted to offspring, the repeat mutation is dynamic, with a continued mutation process 

across generations. Longer stretches are more likely to undergo expansion than shorter 

ones. The molecular mechanism that leads to instability of dynamic mutations is not totally 

clear up to date. DNA instability could be caused by expansion itself or in assembly with 

gene-specific cis-elements located near the expansion and trans-acting DNA proteins that 

act on DNA replication and repair 2.  

Associations between long normal alleles in gene-specific cis-elements and phenotypic 

modulation of neurodegenerative diseases have already been described. Association 

between long normal alleles of ATXN2 (<29 CAG repeats) and increased risk to ALS 

(Amyotrophic Lateral Sclerosis) has been shown previously 3. Similarly, presence of long 

normal CAG repeats in CACNA1A gene (SCA6) was associated to earlier AO than 

expected in spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2) 4. 

Therefore, the number of CAG repeats in the normal HTT allele and long normal CAG 

repeats in genes responsible for CAG expanded diseases can affect variation of AO 

observed in patients with Huntington’s disease. Genes associated to spinocerebellar ataxias 
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such as ATXN1, ATXN2, ATXN3, CACNA1A, ATXN7, PPP2R2B, TBP, and DRPLA genes 

were chosen as cis-acting candidates to genetic modifiers of AO in HD patients. 



 69 

SUBJECTS AND METHODS 

In the present study, 89 unrelated Brazilian HD patients were included. These patients 

were assessed clinically and HD was confirmed by molecular diagnosis. AO of each 

patient was defined as the date when the patient, or a close relative, noticed the first 

symptom, either neurologic or motor manifestation. Patients have signed an informed 

consent term to participate in the research. In addition to HD patients, 360 unrelated 

normal subjects were included as controls.  

DNA isolation was performed from a peripheral blood sample collected in EDTA (ethylene 

diamine tetracetic acid) by standard procedure 5. 

Mutant and normal HTT allele, ATXN1, ATXN2, ATXN3, CACNA1A, ATXN7, PPP2R2B, 

TBP and DRPLA polymorphic CAG region were analyzed by PCR (Polymerase Chain 

Reaction) followed by capillary electrophoresis in ABI3130xl Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems) and results were processed by GeneMapperID® software 4.0 (Applied 

Biosystems). A list of primers used in this study is available in supplementary materials 

Table S1.  

PCR to evaluate CAG repeats in the HTT gene was performed to a final volume of 25 µL, 

containing 40 ng of genomic DNA, 4 pmol of primers HuntF and HuntAR, 2 mM of 

dNTPs, 1,5mM of MgCl2, 1X Gold Buffer GeneAmp®, 10% (v/v) DMSO (dimetyl 

sulfoxide), and 1,5U/µL of AmpliTaq Gold DNA polimerase. Amplification was performed 

as follows: initial denaturation step and polymerase activation at 95ºC for 10 minutes, 

followed by 5 cycles at 94ºC for 30 seconds and 72ºC for 3 minutes, 5 cycles at 94ºC for 

30 seconds and 70ºC for 3 minutes, 5 cycles at 94ºC for 30 seconds, 68ºC for 1 minute and 
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72ºC for 2 minutes and 20 cycles at 94ºC for 30 seconds, 60ºC for 1 minute and 72ºC for 3 

minutes and a final extension at 72ºC for 20 minutes. 

Amplification of ATXN1, ATXN2, ATXN3, CACNA1A, ATXN7 genes was performed as 

multiplex PCR in a final volume of 25 µL, containing 50 ng of genomic DNA, 20 pmol of 

primers Rep1 and Rep2, 10 pmol of primers SCA2A and SCA2B, 20 pmol of primers 

MJD52 and MJD25, 10 pmol of primers S-5-F1 and S-5-R1, 20 pmol of primers SCA7F 

and SCA7R, 2 mM of dNTPs, 1,5 mM MgCl2, 1X Gold Buffer GeneAmp®, 10% (v/v) 

DMSO (dimetyl sulfoxide), and 1,25U/µL of AmpliTaq Gold DNA polimerase. 

Amplification was performed as follows: initial denaturation step and polymerase 

activation at 95ºC for 10 minutes, followed by 5 cycles at 94ºC for 30 seconds and 72ºC 

for 3 minutes, 5 cycles at 94ºC for 30 seconds and 70ºC for 3 minutes, 5 cycles at 94ºC for 

30 seconds, 68ºC for 3 minutes, 25 cycles at 94ºC for 30 seconds, 55ºC for 1 minute e 68ºC 

for 3 minutes and a final extension at 60ºC for 60 minutes. 

Amplification of PPP2R2B, TBP, and DRPLA genes was performed as multiplex PCR in a 

final volume of 25 µL, containing 100 ng of genomic DNA, 10 pmol of primers SCA12F 

and SCA12R, 20 pmol of primers SCA17F and SCA17R, 20 pmol of primers DRPLAF 

and DRPLAR, 2 mM dNTPs, 1.5 mM of MgCl2, 1X Gold Buffer GeneAmp®, 10% (v/v) 

DMSO (dimetyl sulfoxide), and 1.5 U/µL of AmpliTaq Gold DNA polimerase. 

Amplification was performed as follows: with a first step of denature and Taq DNA 

polymerase activation at 95ºC by 10 minutes, followed by 5 cycles a 94ºC for 30 seconds 

and 72ºC for 3 minutes, 5 cycles a 94ºC for 30 seconds and 70ºC for 3 minutes, 5 cycles at 

94ºC for 30 seconds, 68ºC for 1 minute, 72ºC for 2 minutes and 20 cycles at 94ºC for 30 

seconds, 60ºC for 1 minute and 72ºC for 3 minutes and a final extension at 60ºC for 60 

minutes. 
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An aliquot of 0.5 µL of each sample was mixed to 9.3 µL of Hi-Di™ Formamide (Applied 

Biosystems) and 0.2 µL of GeneScan™ 500 LIZ™ Size Standard and this mixture was 

submitted to capillary electrophoresis after denaturation. Samples were electroinjected 

during 22 seconds at 3 kV in the Genetic Analyzer and electrophoresis were performed at 

15 kV during 40 minutes at 60ºC in a 50 cm long capillary containing the matrix™ 

Polymer (Applied Biosystems).  

Statistical analyses were performed using SPSS Statistics 18 (Statistical Package for Social 

Sciences, version 18). CAG tract length was determined for all nine loci – HTT, ATXN1, 

ATXN2, ATXN3, CACNA1A, ATXN7, PPP2R2B, TBP, and DRPLA loci. Allele distribution 

was compared between cases and controls by Mann-Whitney test, which compares 

distribution around mean value of alleles in each group. Mean value was determined 

considering both individuals alleles indistinctly in cases and in controls. Allele frequency 

to each gene was assessed dividing samples of cases and controls in two groups: short 

allele and long allele according to mean value. Short group consisted of all alleles shorter 

than mean value. Long group contained alleles longer than median value one unit, 

excluding median value. Frequencies of alleles in each group were compared to cases and 

controls by Chi-square test.  

To differentiate each measured CAG tract, we refer to them as the short and the long allele 

of a particular gene (HTT, ATXN1, ATXN2, ATXN3, CACNA1A, ATXN7, PPP2R2B, TBP 

or DRPLA). A correlation between AO and length of mutant CAG repeat was estimated 

using simple linear regression model with logarithmic transformation of AO for a well fit 

in determination coefficient (R²). Influence of normal CAG repeat length in HTT, ATXN1, 

ATXN2, ATXN3, CACNA1A, ATXN7, PPP2R2B, TBP and DRPLA genes in AO was 

assessed by multiple linear regressions. ANOVA test was used to compare average AO in 



 72 

patients carrying no long allele, one long allele, and two long alleles. Size of normal CAG 

repeats of HTT, ATXN1, ATXN2, ATXN3, CACNA1A, ATXN7, PPP2R2B, TBP, and 

DRPLA (DRPLA) genes were joined to the CAG x AO regression model to assess the 

influence of genes on AO in HD. We assessed the influence of long allele regarding the 

presence of short allele, sum of both alleles, and the importance of each allele individually. 

The regression models tested, the determination value (R²) as well as variation in 

determination coefficient (∆R²), and P-values are presented in the table 3. 
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RESULTS 

Allele distribution in cases and controls 

Mean size of mutant allele in HD patients was 46.6 (46.6 ± 6.5 repeats), ranging from 39 to 

78 CAG repeats while mean size of normal allele was 18.3 (18.3 ± 3.4 repeats) CAG 

repeats, ranging from 10 to 30. AO ranged from 7 to 72 years of age. 

In ATXN1 gene, normal alleles of HD patients ranged from 18 to 36 CAG repeats and 

allele with 30 repeats was the most frequent in both cases and controls groups (37%). Short 

alleles ranged from 18 to 32 and long alleles from 21 to 36.  

In ATXN2 gene, normal alleles ranged from 17 to 32 CAG repeats being the allele with 22 

repeats the most frequent in both cases and controls (80%). Short alleles ranged from 17 to 

24 and long alleles from 22 to 32.  

In ATXN3 gene, normal alleles ranged from 14 to 42 CAG repeats. Normal allele with 23 

repeats was the most frequently identified in controls (23%) and normal allele with 14 

repeats was the most frequently found in cases (22%). Short alleles ranged from 14 to 29 

and long alleles from 14 to 42.  

Normal alleles in the CACNA1A gene ranged from 4 to 15 CAG repeats being the allele 

with 11 repeats the most frequent (42%). Short alleles ranged from 4 to 15 and long alleles 

from 7 to 15 CAG repeats.  

Normal alleles ranged from 7 to 15 CAG repeats in ATXN7 gene, being the allele with 10 

repeats the most frequently observed in both cases and controls (54%). Short alleles ranged 

from 7 to 12 and long alleles from 9 to 15 CAG repeats.  
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In PPP2R2B gene, normal alleles ranged from 6 to 17 CAG repeats being the allele with 

10 the most frequent in controls (51% of controls) and allele 8 the most frequent in cases 

(43% of cases). Short alleles ranged from 6 to 14 and long alleles from 8 to 17. In TBP, 

normal alleles ranged from 25 to 38 CAG repeats being allele 35 the most frequent in 

controls (29% of controls) and allele 36 the most frequent in cases (29% in cases).  Short 

alleles ranged from 25 to 36 and long alleles from 27 to 38. And in DRPLA, normal alleles 

ranged from 6 to 20 CAG repeats being allele 14 the most frequent in cases and controls 

(31% in cases). Short alleles ranged from 6 to 18 and long alleles from 8 to 20.  

ATXN1, ATXN2, ATXN3, CACNA1A, ATXN7, PPP2R2B, TBP and DRPLA allele 

distribution, as well as their frequencies in cases and in controls are shown in figure 1. 

Differences in allele distribution in cases and controls were significant to ATXN2 

(p=0.023) gene, ATXN7 gene (p=0.04), and to TBP gene (p<0.001). Frequency of short and 

long alleles in cases and in controls was assessed by Chi-square test. Mean dates, short and 

long allele frequencies, χ² value and P-value are presented in table 2. Statistically 

significant difference was observed between allele distribution in cases and controls in 

both ATXN2 and ATXN3 genes (χ²=5.053; p=0.026 and χ²=5.780; p=0.017, respectively). 

Long allele was found more frequently in cases when compared to controls in these genes. 

Alleles with 24 CAG repeats in ATXN3 gene, 9 CAG repeats in ATXN7 gene, and 11 CAG 

repeats in PPP2R2B gene were visibly more frequent in the case group than in the control 

group. Fisher’s exact test was used to compare frequencies, and allele with 24 CAG repeats 

in the ATXN3 gene was significantly more frequent in cases (p=0.003). Similar feature was 

also observed in ATXN7 gene, where allele with 9 CAG repeats was more frequently found 

in cases (p<0.0001), and in alleles with 11 CAG repeats in PPP2R2B gene (p<0.0001). 

Alleles with 7, 8, and 12 CAG repeats in PPP2R2B gene were found exclusively in the 



 75 

case group with frequencies of 0.04, 0.43, and 0.06, respectively. Analyzing the AO of 

individuals with these alleles, the average AO of allele with 24 CAG repeats of ATXN3 

was 39.8 years, of allele 9 of ATXN7 gene was 38.8 years, of alleles 7, 8, 11, and 12 CAG 

repeats in PPP2R2B gene the averages were 38.2 years, 37.6 years, 38 years, and 36.6 

years, respectively. The overall mean of AG in HD patients was 37.4 years. These results 

indicate that these alleles might participate in modulate HD. 

 

 

a) 

 

b) 
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Figure 1. Allele distribution and frequency of (a) ATXN1, (b) ATXN2, (c) ATXN3, 

(d) CACNA1A, (e) ATXN7, (f) PPP2R2B, (g) TBP and (h) DRPLA. Black bars indicate 

patients with HD and gray bars normal individuals. 

 

Table 2. Comparison between frequencies of short and long alleles in cases and in controls 

 

Frequencies are shown within parenthesis. aChi-square test with statistical significance to p<0.05. 

 

Influence of CAG repeat length in mutant and normal HTT gene and in SCAs related 

genes 

CAG repeat number showed an inverse correlation with AO and explained 57.7% 

(R²=0.577; p<0.0001) of AO variability in our sample population (S1 figure). The equation 

for the regression model was: logAO = a + b (CAG), where a = 2.450 and b = -0.019. 

According to this function, an increase in one unit in CAG repeats will decrease the AO in 

0.95 years.  

Our results indicate that normal allele in HTT gene is not associated to AO in this 

population (R²=0.579; p=0.526). When long allele of ATXN1 gene was assessed in 

presence and added with short allele, p-value indicated a possible correlation of CAG 

 Short Allele Long Allele  

Gene Mean Cases Controls Cases Controls χ² p valuea 

ATXN1       30 138 (0.77) 537 (0.75) 40 (0.23) 183 (0.25) 0.663 0.440 

ATXN2       22 146 (0.82) 636 (0.88) 32 (0.18) 84 (0.12) 5.053 0.026* 

ATXN3       23 94 (0.53) 451 (0.63) 84 (0.47) 269 (0.37) 5.780 0.017* 

CACNA1A       11 102 (0.57) 396 (0.55) 76 (0.43) 324 (0.45) 0.307 0.614 

ATXN7       10 135 (0.76) 550 (0.76) 43 (0.24) 170 (0.24) 0.024 0.922 

PPP2R2B       10 103 (0.58) 390 (0.54) 75 (0.42) 330 (0.46) 0.788 0.401 

TBP       35 111 (0.62) 454 (0.63) 67 (0.38) 266 (0.37) 0.030 0.931 

DRPLA       14 123 (0.69) 529 (0.73) 55 (0.31) 191 (0.27) 1.371 0.260 
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repeat length in ATXN1 gene and AO (p=0.156 and p=0.107). When alleles were analyzed 

individually, a modest but significant association was observed between long allele alone 

and variation in AO (R²=0.596; p=0.045) with an additional AO variance of 4.5%. Figure 2 

shows AO averages according to the absence or presence of long allele in ATXN1 gene. 

Presence of one or two long alleles in ATXN1 seems to have a correlation with late AO 

when compared to the absence of long allele (p=0.203). We observed that the presence of 

long allele tends to reduce the low value in the AO range (Figure 2). When analyzed the 

presence of short allele, the long allele of CACNA1A and of ATXN7 genes showed a 

correlation tendency with AO, but this increase was not statistically significant (R²=0.593; 

p=0.083 and R²=0.591; p=0.105). 
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Table 3. Single and multiple linear regression models 

 Presence of both alleles   Alleles analyzed individually  

Regression Model R² ∆R² pa   R² ∆R² pa 

CAG x AO 0.577 - <0,0001*     

CAG x AO + ATXN1        

Short allele 0.590 0.013 0.833  0.580 0.003 0.413 

Long allele   0.156  0.596 0.019 0.045* 

Sum of both alleles 0.589 0.012 0.107     

CAG x AO + ATXN2        

Short allele 0.579 0.002 0.508  0.579 0.002 0.503 

Long allele   0.938  0.577 0.000 0.712 

Sum of both alleles 0.579 0.002 0.516     

CAG x AO + ATXN3        

Short allele 0.584 0.007 0.641  0.577 0.000 0.744 

Long allele   0.227  0.580 0.003 0.413 

Sum of both alleles 0.579 0.002 0.490     

CAG x AO + CACNA1A        

Short allele 0.593 0.016 0.510  0.579 0.002 0.484 

Long allele   0.083  0.578 0.001 0.605 

Sum of both alleles 0.577 0.000 0.814     

CAG x AO + ATXN7        

Short allele 0.591 0.014 0.700  0.578 0.001 0.626 

Long allele   0.105  0.577 0.000 0.804 

Sum of both alleles 0.578 0.001 0.679     

CAG x AO + PPP2R2B        

Short allele 0.577 0.000 0.719  0.577 0.000 0.717 

Long allele   0.985  0.577 0.000 0.870 

Sum of both alleles 0.577 0.000 0.777     

CAG x AO + TBP        

Short allele 0.583 0.006 0.292  0.582 0.005 0.310 

Long allele   0.528  0.577 0.000 0.933 

Sum of both alleles 0.579 0.002 0.555     

CAG x AO + DRPLA        

Short allele 0.577 0.000 0.994  0.577 0.000 0.979 

Long allele   0.630  0.578 0.001 0.568 

Sum of both alleles 0.577 0.000 0.747         
aStatistical significant level established in p<0,05.  
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Figure 2. Distribution of AO according to frequency with which long CAG repeats 

appears in ATXN1: absence (0), one time (1) and two times (2). We observe that presence 

of long allele tend (1 and 2) to associate with later average AO (black line in boxes) 

compared with the absence of long CAG repeats (0). Averages AO: (0)=35.82; (1)=40.54; 

(2)=40.50 (ANOVA test: F=1.626; p=0.203). 
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DISCUSSION 

Unstable trinucleotide repeats are related to neurodegenerative diseases either as a cause of 

disease or as a modulation factor. The molecular mechanism of dynamic mutations is not 

completely clear, however the occurrence of cis-acting elements and trans-acting factors 

seems to be a suitable explanation for anticipation. Cis-acting elements are directly related 

to expanded repeat, such as copy number and repeat sequence. Trans-acting factors can 

contribute to instability of repeats by interacting with them.  

HD and SCA1 are among nine neurodegenerative diseases caused by CAG repeat 

expansions located in gene coding region. There is no evidence of interaction between 

ataxin 1 and other poly-Q protein to date, but some evidences pointing to its potential 

participation in modulate other neurodegenerative diseases have been reported. Allele with 

31 CAG repeats in ATXN1 gene was found to be associated with HD and myotonic 

dystrophy type 1 (MD) in patients from Yoguslav, suggesting a trans-acting effect of this 

allele or its gene product on repeat instability in HD and MD 6, 7, although another 

published work has not found the same association in German patients 8. These 

controversial results might be due to differences in ethnic population and/or sample size. 

ATXN1 normal alleles of patients with SCA1 were found to be more unstable than alleles 

of identical size from healthy people 9, 10. ATXN1 is located in chromosome 6p22-p23, a 

region previously identified as associated with AO modulation in HD, showing a potential 

influence of ATXN1 in the AO variation observed in HD patients 11. 

In the present study we found a modest, but significant, correlation between the long 

normal allele of ATXN1 gene and variation in AO of HD patients (p=0.045). This 

correlation explained an additional AO variance of 4.5%. When we analyzed AO averages 
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regarding presence of one, two, or none long normal ATXN1 allele, a tendency in 

increasing AO average with presence of one or two long alleles (p=0.203) was observed. 

On the other hand, the presence of two long alleles tends to maintain AO under ~40 years, 

thus indicating a possible influence in reducing AO. However, further studies are required 

to validate these results.  

The influence of normal HTT allele in modulate HD is yet controversial 12. Although some 

studies have found association of AO variation with normal CAG repeats in HTT gene, this 

association was not found to our HD patients (p=0.526). We have found some alleles that 

appear differentially in cases and in controls. Among them we highlight allele with 24 

CAG repeats in ATXN3 gene. This allele was the second most prevalent in HD patients 

when analyzing ATXN3 gene (17%) and could be considered a long allele. It may have an 

important participation in HD disease.  

Understanding modifiers factors of a disease is relevant for better comprehension of 

pathogenesis and it might facilitate the identification of environmental effects on 

phenotype. In summary, our results corroborate the hypothesis that CAG polymorphic 

repeats related to other neurodegenerative diseases can modulate HD phenotype. We have 

reported, for the first time, the influence of long alleles in ATXN1 gene on AO variation in 

a group of HD patients.  
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

 

Table S1. List of primers used in this study 

 

Gene Primer sequences 5'-3' References 

HTT 
HuntF: 
GACCCTGGAAAAGCTGATGAAGGC  

 HuntAR: TGGCGGCTGTTGCTGCTGCTG  

ATXN1 Rep1: AACTGGAAATGTGGACGTAC Orr et al, 1993 

 Rep2: CAACATGGGCAGTCTGAG  

ATXN2 SCA2-A: GGGCCCCTCACCATGTCG Pulst et al,1996 

 SCA2-B: CGGGCTTGCGGACATTGG  

ATXN3 
MJD52: CCAGTGACTACTTTGATTCG 

Kawaguchi et 
al,1994 

 MJD25: TGGCCTTTCACATGGATGTGAA  

CACNA1A 
S-5-F1: CACGTGTCCTATTCCCCTGTGATCC 

Zhuchenko et 
al,1997 

 S-5-R1: TGGGTACCTCCGAGGGCCGCTGGTG  

ATXN7 SCA7F: GAGCGGAAAGAATGTCGGAG  

 SCA7R: CACGACTGTCCCAGCATCACTT David et al,1997 

PPP2R2B SCA12F: CCTCGCCTTTAATGCACCAGCC  

 SCA12R: GCGCCAGCGCACTCACCCTC  

TBP SCA17F: CCCCACAGCCTATTCAGAACACC  

 SCA17R: GGGACGTTGACTGCTGAACGG  

DRPLA DRPLAF: CCACCCACCAGTCTCAACACATC  

  DRPLAR: GGAGGGAGACATGGCGTAAGG   
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Figure S1. Simple linear regression graph between the independent variable CAG 

repeats length in mutant allele (CAG) and dependent variable AO after logarithmic 

transformation (LogAO). (R²=0.577; p<0.0001).  
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5. DISCUSSÃO 

O presente trabalho teve como principal objetivo a identificação de novos genes 

modificadores da idade de início da DH e a validação de HAP1 como gene modificador 

para esta população. Para tal, 91 indivíduos com DH originários de seis diferentes estados 

do Brasil e da Argentina foram genotipados. A distribuição foi de 59 pacientes do Rio 

grande do Sul, 11 de São Paulo, 10 do Rio de Janeiro, 4 de Santa Catarina, 3 do Rio 

Grande do Norte e 1 da Bahia e 3 pacientes de Buenos Aires. Além desses pacientes, 100 

indivíduos controle foram incluídos no estudo de SNPs e 360 para o estudo com genes 

associados a repetições CAG.  O genótipo encontrado para cada variante polimórfica em 

cada indivíduo foi associado à idade de início do mesmo, considerando sempre o número 

de repetições CAG no gene causador da doença, buscando evidências de que tais variantes 

estão envolvidas na determinação do fenótipo idade de início.  

A idade média de início dos sintomas encontrada nesta população foi de 37,3 anos 

(37,3 ± 12,4 anos). As médias do número de repetições CAG nos alelos do gene HTT 

foram 18,3 repetições CAG (18,3 ± 3,4 repetições CAG) para o alelo normal e 47 

repetições CAG (47 ± 7,6 repetições CAG) para o alelo expandido. Para esta população, o 

número de repetições CAG explicou 65,3% (R²=0,653) da variabilidade da idade de início, 

mostrando uma forte influência na determinação da AO (p<0,0001).   

Para o primeiro grupo de resultados, quando os SNPs foram avaliados como um 

todo, não foi encontrada correlação estatisticamente significativa com a variação da idade 

de início, no entanto, na segregação por genótipo, o genótipo AA do rs4523977 mostrou-se 

correlacionado com a idade de início (p=0,044), sendo a média de idade para este genótipo 
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de 27 anos (27 ± 16,3 anos). Este resultado corrobora os achados de Meztger sobre a 

associação do genótipo AA com a variação da idade de início, no entanto, não pudemos 

confirmar o atraso na manifestação dos sintomas causados por este genótipo, como 

reportado no estudo original, o qual foi realizado em mais de 900 indivíduos europeus 

(Metzger et al, 2008). Considerando a amostra analisada (91 pacientes, sendo apenas 4 

homozigotos para M441) pelo fato de havermos encontrado associação, concluímos que 

HAP1 é um excelente candidato a modificador da DH e deve ser melhor explorado para a 

compreensão do mecanismo molecular da DH e como este genótipo polimórfico pode atuar 

na modulação da idade inicial de manifestação da doença. Com base nos polimorfismos 

analisados, não fomos capazes de confirmar SGK1 e GRM1 como modificadores genéticos 

da idade de início, apesar de estes estarem localizados em regiões previamente descritas 

como associadas à DH por GWAS. Testamos apenas um SNP em cada um desses genes, 

uma vez que os outros dois escolhidos não estavam em EHW. Sugerimos que outros 

polimorfismos sejam testados nestes genes. TGM2 é um bom candidato a modificador pelo 

seu envolvimento na formação de agregados proteicos nas principais doenças 

neurodegenerativas, incluindo a DH (Cooper et al, 2002), além de poder atuar como 

repressor de genes alvo mudando a conformação da cromatina. Tal fato é crítico para genes 

chave na produção energética, como PGC-1α e COX-1, o que contribuiria para as 

disfunções mitocondriais e metabólicas características da DH (Zainelli et al, 2005). 

Entretanto, pelo fato de esta proteína ser altamente conservada entre as espécies, este gene 

é pouco polimórfico (Kiraly et al, 2011). Para rs7270898 e rs7275079, observamos uma 

tendência de associação entre os genótipos GG e CC com um número maior de repetições 

CAG no grupo precoce (p=0,074). Estes genótipos podem estar associados a uma maior 

instabilidade das repetições CAG, levando à antecipação genética, com uma idade de início 
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mais precoce e à maior gravidade da doença. Por fim, o gene TGM2 não foi confirmado 

como modificador genético da DH nesse estudo.  

Para o segundo grupo de resultados, a análise de repetições CAG, dentro da faixa 

de normalidade, em outros genes que estão relacionados a outras doenças 

neurodegenerativas ou mesmo no alelo normal do gene HTT é bastante interessante com 

vistas à compreensão da ação de fatores genéticos em cis-elementos na modulação de uma 

doença. A influência do alelo normal de HTT na modulação da DH é bastante controversa 

(Aziz et al, 2011). Não foi encontrada associação deste com a variação da idade de início 

para esta população (R²=0,655; p=0,57). Com a genotipagem de casos e controles para os 

genes relacionados às SCAs, observamos que os pacientes possuem uma tendência a 

apresentar alelos mais longos do que os controles. Este fato é bastante visível para ATXN3 

em que a partir do alelo 29, a frequência é maior nos casos, sendo o alelo 24 o mais 

frequente nos controles (figura 1 do artigo 2). Este é um indicativo de que existe um 

mecanismo compartilhado que leva à instabilidade em sequências repetitivas, que não 

apenas do gene causador da doença, ou que os genes contendo repetições polimórficas 

interajam entre si de alguma maneira ainda desconhecida. Apesar de termos encontrado 

diferenças de distribuição dos alelos para os genes ATXN2 (p=0,023), ATXN7 (p=0,04) e 

para TBP (p<0,001), e a diferença de frequência dos alelos para os genes ATXN2 e ATXN3 

(χ²=5,053; p=0,026 e χ²=5,780; p=0,017, respectivamente) em casos e controles, foi o 

alelo longo de ATXN1 que mostrou correlação moderada com a variação da idade de início. 

A presença deste alelo explicou 4,5% da variação da idade de início para esta população 

(p=0,045). Esta foi a primeira vez que ATXN1 foi apontado como modificador da DH. O 

alelo com 31 repetições no gene ATXN1 foi associado com DH e distrofia miotônica (DM) 

em pacientes da Iugoslávia, sugerindo um efeito do elemento-cis alelo 31 ou do produto 
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gênico na instabilidade das repetições na DH e na DM (Keckarevic et al, 2000; Savic et al, 

2001). Este resultado não foi confirmado por trabalho publicado com pacientes da 

Alemanha (Hellenbroich et al, 2004). Diferenças étnicas da população e o tamanho da 

amostra podem ser responsáveis pelos dados controversos encontrados. Os alelos normais 

de ATXN1 de pacientes com SCA1 foram descritos como sendo mais instáveis do que 

alelos de tamanho idêntico em pessoas normais (Koefoed et al, 1998; Richards, 2001). 

ATXN1 está localizado no cromossomo 6p22-p23, região esta previamente descrita por 

estudos de GWAS associada à modulação da idade de início na DH (Li et al, 2003).  

Alguns alelos foram encontrados diferencialmente em casos e controles. Entre eles, 

destacamos o alelo 24 de ATXN3. Este alelo foi o segundo mais prevalente nos pacientes 

quando analisamos ATXN3 (17% dos casos). Ele está entre os alelos normais longos e pode 

ter participação importante na patogênese da DH. 

Em resumo, nossos resultados dão suporte à ideia de que repetições CAG 

polimórficas relacionadas a outras doenças neurodegenerativas podem modular o fenótipo 

da DH. Nesse trabalho foi demonstrada a influência de alelos no gene ATXN1 com a idade 

de início da DH. Estudos in vitro, utilizando proteínas recombinantes, imunoprecipitação, 

espectrometria de massas, modelo celular de DH ou mesmo programas de predição de 

interações proteicas, podem ser válidas na identificação da real interação entre huntingtina 

e ataxina 1 como fatores de ação trans, participando na modulação genética e fenotípica da 

DH. 

Discrepâncias entre os dados observados podem ter explicações diversas, entre elas 

as diferenças de origem genética ou ambiental das diferentes populações estudadas ou a 

falta de poder estatístico para detectar fatores genéticos de baixa penetrância. 
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Um gene é um modificador se a alteração de sua estrutura ou expressão acarreta 

uma alteração da manifestação do fenótipo associado com a mutação primária causadora 

da doença, neste caso a expansão CAG no gene HTT. A identificação de modificadores 

genéticos em humanos está atualmente limitada à natural ocorrência de variantes genéticas 

que são observadas na população como um todo. Uma vez identificada a variante genética 

capaz de alterar o fenótipo do indivíduo doente, este deve ser incorporado em desenhos de 

ensaios clínicos envolvendo tal fenótipo. As intervenções que estes ensaios clínicos são 

idealizados para testar são candidatos a modificadores, químicos ou outros, da patogênese 

da DH e a inclusão da genotipagem para importantes variantes genéticas, que também 

modifiquem a patogênese da DH, aumentará o poder do ensaio clínico na detecção de um 

efeito da intervenção aplicada, uma vez que controlará o efeito genético de fundo do 

paciente testado. Para um modificador genético ser utilizado como uma intervenção 

terapêutica por si só, é necessário definir, pelo menos em parte, o mecanismo de ação da 

variante genética que gera o efeito modificador para que se possa saber como utilizar as 

vias em que este modificador está inserido ou as proteínas envolvidas como alvo para 

desenvolvimento de abordagens terapêuticas. Isto irá requerer a utilização de modelos 

animais, avaliando a extrapolação das vias/ proteínas encontradas para o ser humano. 

A principal esperança atualmente é o aperfeiçoamento da tecnologia de indução de 

células tronco pluripotentes (iPS -  induced pluripotent stem) que promete fornecer células 

pluripotentes e produtos diferenciados a partir do material biológico de cada paciente 

(Camnasio et al, 2012). Esta estratégia representa um grande avanço tanto para definir o 

efeito de modificadores genéticos validados em células expressando o fenótipo da DH e 

também por permitir a realização de triagens genéticas a partir de células humanas, como 

por exemplo, estudos de RNA de interferência, de superexpressão, a fim de identificar 
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modificadores que não foram encontrados em estudos de GWAS por falta de variação 

funcional inerente à população em geral. 

Desde a descoberta do gene relacionado à patogênese da DH, muitos avanços já 

foram alcançados nesta área e a descoberta e caracterização de modificadores genéticos é 

uma delas. Com a descoberta e o aperfeiçoamento de novas ferramentas na área da ciência 

experimental estes, que até então são apenas dados científicos, poderão tornar-se uma 

medida paliativa ou mesmo definitiva para doenças tão devastadoras como a DH.  
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