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RESUMO 

 
A doença de Machado-Joseph (DMJ/SCA3) é uma doença neurodegenerativa causada pela 

expansão de poliglutaminas na proteína ataxina-3. O número de repetições CAG presentes 

no gene ATXN3 é inversamente correlacionado com a idade de início da doença, mas é 

responsável por somente 45-60% desta variação. O objetivo deste trabalho foi testar o 

efeito da metilação no promotor do gene ATXN3, de polimorfismos em genes candidatos e 

do alelo normal ATXN3 como modificadores do fenótipo da doença. A análise do padrão 

de metilação em seis sítios CpG através de um ensaio de amplificação multiplex 

dependente de sondas – específico para metilação foi realizada em amostras de 123 

pacientes de 62 famílias. Os polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) nos genes BAX, 

CRYAB, GRIK2, IL1B, ITPR1, NEDD8, NEDD9 e CHIP foram analisados em 273 

pacientes de 119 famílias. Os volumes cerebrais foram medidos através de ressonância 

magnética em 30 pacientes não relacionados. A gravidade foi medida pela Escala de 

Exame Neurológico para Ataxia Espinocerebelar (NESSCA) dividida pelo tempo de 

duração da doença. Uma correlação inversa significativa foi encontrada entre a idade de 

início e tamanho da repetição (r=-0,76, r2=0,58, p<0,001). Houve uma tendência de 

correlação direta entre o grau de metilação e a idade de início para um sítio CpG 

(p=0,055). Uma correlação significativa foi encontrada entre a gravidade e o tamanho da 

repetição CAG (r=0,48, r2=0,23, p=0,001). O SNP no gene IL1B (rs16944) apresentou um 

efeito significativo na idade de início de pacientes com SCA3 (p=0,042). Associação 

significativa foi observada entre o SNP no gene NEDD9 (rs760678) e a gravidade 

(p=0,003). SNPs nos genes GRIK2 (rs2227281) e NEDD8 (rs2144487) se relacionaram à 

medida do volume do cerebelo (p=0,006) e à medida do volume da ponte (p=0,023), 

respectivamente. Estes resultados sugerem que o controle epigenético no sítio CpG no 

promotor ATXN3 e que os SNPs nos genes GRIK2, IL1B, NEDD8 e NEDD9 podem 

contribuir para a variação fenotípica na SCA3. Ademais, os genótipos protetores dos genes 

GRIK2, IL1B e NEDD8 mostraram ter um efeito aditivo no adiamento do início da doença. 

O mecanismo exato pelo qual a mutação no gene ATXN3 causa a SCA3 ainda não foi 

determinado. A expansão da repetição CAG pode conferir uma função tóxica para a 

proteína, como acontece em outras doenças neurodegenerativas causadas por expansões de 

poliglutaminas. Considerando esta hipótese, uma maior metilação do promotor do gene 
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ATXN3 pode se relacionar a sua menor expressão e a um menor acúmulo de poliglutaminas 

no neurônio. Ainda considerando esta hipótese, GRIK2, IL1B, NEDD8 e NEDD9 podem 

desempenhar um papel protetor, possivelmente por promover a sobrevivência de células 

neuronais em pacientes com SCA3. SNPs nestes genes poderiam modificar a expressão das 

proteínas, afetando a agregação de poliglutaminas no cérebro de tal forma que os 

indivíduos portadores de um genótipo de risco teriam significativamente maior perda 

gradual de neurônios e um início mais precoce dos sintomas. 



 14

ABSTRACT 

 
Machado-Joseph disease (MJD/SCA3) is a neurodegenerative disease caused by expansion 

of a polyglutamine tract in ataxin-3. The CAG repeat number of ATXN3 gene is inversely 

correlated with disease age at onset (AO) but is responsible for only 45-60% of this 

variation in SCA3. In this study, we investigate if DNA methylation status of the ATXN3 

promoter, if polymorphisms in candidate genes, and if normal ATXN3 allele are related to 

disease phenotype. We designed a methylation-specific multiplex ligation-dependent probe 

amplification (MS-MLPA) assay for quantitative analysis of methylation status at 6 CpG 

sites, located within the promoter region of the ATXN3 gene. We have applied this MS-

MLPA to 123 SCA3 Brazilian patients from 62 families. We investigated single-nucleotide 

polymorphisms (SNPs) in genes BAX, CRYAB, GRIK2, IL1B, ITPR1, NEDD8, NEDD9, 

and CHIP in 273 Brazilian SCA3 patients from 119 families. The brain volumetries were 

obtained from magnetic resonance imaging’s from 30 unrelated patients. The SCA3 

severity degree was measured by Neurological Examination Score for Spinocerebellar 

Ataxia (NESSCA) divided by duration of disease. A significant inverse correlation was 

found between AO and repeat length (r=-0.76, r2=0.58, p<0.001). There was a trend toward 

direct correlation between methylation degree and AO for one CpG site in the SCA3 

sample (p=0.055). A significant correlation was found between severity and CAG repeat 

length (r=0.483, r2=0.233, p=0.001). We have found significant associations between a 

GRIK2 SNP (rs2227281) and cerebellum volume (p=0.006), an IL1B SNP (rs16944) and 

AO (p=0.042), a NEDD8 SNP (rs2144487) and pons volume (p=0.023), and a NEDD9 

SNP (rs760678) and disease severity (p=0.003). These results suggest that epigenetic 

control at ATXN3 CpG-site and that the SNPs in GRIK2, IL1B, NEDD8, and NEDD9 genes 

may contribute to the phenotypic expression of SCA3. Moreover, protective genotypes of 

GRIK2, IL1B, and NEDD8 genes shown to have an additive effect in delaying the onset of 

disease.The exact mechanism by which the mutation in the ATXN3 gene causes SCA3 has 

not been determined. The CAG repeat expansion may confer a novel toxic function onto 

the protein, as it does in other polyglutamine neurodegenerative disorders. Considering this 

hypothesis, increased methylation of ATXN3 gene promoter can relate to its lower 

expression and a smaller accumulation of polyglutamine in the neuron. Still considering 

this hypothesis, GRIK2, IL1B, NEDD8, and NEDD9 might play a protective role, possibly 
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a survival promoting effect, for neuronal cells in SCA3 patients. These four SNPs could 

affect the protein expression and polyglutamine aggregation in the brain such that risk 

genotype carriers have a significantly higher gradual loss of neurons and an earlier onset of 

symptoms.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1. Ataxias espinocerebelares 

 

As ataxias espinocerebelares (Spinocerebellar Ataxia – SCA) formam um grupo 

heterogêneo de doenças neurodegenerativas de herança autossômica dominante 

caracterizadas por uma lenta e progressiva disfunção cerebelar.  

Até o momento, 30 loci distintos foram associados às formas mendelianas de 

SCAs (Tabela 1). Sete delas, a SCA1, a SCA2, a SCA3, a SCA6, a SCA7, a SCA17 e a 

atrofia dentato-rubro-palido-luisiana (dentatorubral pallido luysian atrophy - DRPLA) 

apresentam como alteração uma expansão de repetições trinucleotídicas CAGs na região 

codificante dos genes, as quais codificam o aminoácido glutamina (Bird, 2009).  

As expansões de repetições nucleotídicas também podem ocorrer em outras três 

regiões dos genes associados às SCAs: na região promotora na SCA12 (CAG), em um 

íntron na SCA10 (ATTCT) e na SCA31 (TGGAA) e na região 3’ não traduzida do RNA 

transcrito na SCA8 (CTG) (Koob et al, 1999; Sato et al, 2009; Ranum et al, 2002). 

Mutações de ponto e deleções estão relacionadas à SCA5, à SCA13, à SCA14, à SCA15, à 

SCA27 e à SCA28 (Bird, 2009). A SCA11 é causada por inserção ou deleção (Houlden et 

al, 2007). 

A prevalência mundial estimada de SCA varia de 0,3 a 3,0 em 100.000 (van de 

Warrenburg et al, 2002). Contudo, as frequências relativas de algumas SCAs variam 

significativamente de acordo com a população e o local de nascimento, provavelmente 

devido a um efeito fundador, como demonstrado em um grande estudo de haplótipos da 

doença de Machado-Joseph (DMJ ou SCA3) (Gaspar et al, 2001).  
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Tabela 1. Bases moleculares das ataxias cerebelares autossômicas dominantes 

Subtipo de 
SCA 

Gene Locus Proteína Referência 

SCA1 ATXN1 6p23 Ataxina 1 Orr et al, 1993 
SCA2 ATXN2 12q24 Ataxina 2 Imbert et al, 1996 

Pulst et al, 1996 
Sanpei et al, 1996 

SCA3 ATXN3 14q32.1 Ataxina 3 Kawaguchi et al, 1994 
SCA4 Desconhecida 16q22.1 Desconhecida Flanigan et al, 1996 
SCA5 SPTBN2 11p11-q11 Beta espectrina III Ikeda et al, 2006 
SCA6 CACNA1A 19p13 Subunidade 1α do 

canal de cálcio tipo 
P/Q dependente de 
voltagem 

Zhuchenko et al, 1997 

SCA7 ATXN7 3p12-p13 Ataxina 7 David et al, 1997 
SCA8 ATXN8OS 13q21 Desconhecida Koob et al, 1999 
SCA9¹ Desconhecido Reservado Desconhecida --- 
SCA10 ATXN10 22q13 Ataxina 10 Matsuura et al, 2000 
SCA11 TTBK2 15q14-q21.3 Tau-tubulina cinase 2 Houlden et al, 2007 
SCA12 PPP2R2B 5q31-q33 Subunidade 

reguladora da enzima 
fosfatase PP2A 

Holmes et al, 1999 

SCA13 KCNC3 19q13.3-q13.4 Canal de potássio 
dependente de 
voltagem, subfamília 
C, membro 3 

Waters et al, 2006 

SCA14 PRKCG 19q13.42 Proteína cinase C tipo 
gama 

Chen et al, 2003 

SCA15 ITPR1 3p26-p25 receptor de inositol 
1,4,5-trifosfato tipo 1  

van de Leemput et al, 
2007 

SCA16 Desconhecido 3p26.2-pter Desconhecida Miura et al, 2006 
SCA17 TBP 6q27 Proteína ligante 

TATA-box  
Nakamura et al, 2001 

SCA18 Desconhecido 7q22-q32 Desconhecida Devos et al, 2001 
SCA19² Desconhecido 1p21-q21 Desconhecida Verbeek et al, 2002 
SCA20 Desconhecido 11q12.2-

11q12.3 
Desconhecida Knight et al, 2004 

SCA21 Desconhecido 7p21-15 Desconhecida Vuillaume et al, 2002 
SCA22² Desconhecido 1p21-q21 Desconhecida Chung et al, 2003 
SCA23 Desconhecido 20p13-12.3 Desconhecida Verbeek et al, 2004 
SCA24 Desconhecido 1p36 Desconhecida Swartz et al, 2002 
SCA25 Desconhecido 2p21-p13 Desconhecida Stevanin et al, 2005 
SCA26 Desconhecido 19p13.3 Desconhecida Yu et al, 2005 
SCA27 FGF14 13q34 Fator de crescimento 

de fibroblasto 14 
van Swieten et al, 2003 

SCA28 AFG3L2 18p11 Proteína 2  AFG3-like Cagnoli et al, 2006 
Mariotti et al, 2008  
Di Bella et al, 2010 

SCA30 Desconhecido 3p26 Desconhecida Dudding et al, 2004 
DRPLA ATNI 12p13.31 Atrofina 1 Koide et al, 1994 
SCA31 BEAN 16q22.1 brain expressed, 

associated with Nedd4 

Sato et al, 2009 

¹A categoria SCA9 foi reservada, mas informações clínicas e genéticas deste tipo ainda não foram 
publicadas. ²SCA19 e SCA22 são prováveis formas alélicas do mesmo gene. 
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As SCAs não são facilmente diferenciadas de acordo com suas manifestações 

clínicas, já que apresentam expressão variada e fenótipos neurológicos semelhantes. A 

ressonância magnética é largamente utilizada para visualizar os processos atróficos que 

ocorrem nas SCAs (Döhlinger et al, 2008). Embora algoritmos possam predizer a 

probabilidade do tipo específico de SCA, um diagnóstico exato depende de testes 

moleculares que detectam uma mutação no gene causador específico (Schelhaas et al, 

2000). Como os sintomas dessas doenças se sobrepõem e há uma intensa variabilidade 

fenotípica, as ferramentas moleculares se tornaram úteis para o diagnóstico diferencial e 

confirmatório, bem como para a testagem preditiva. A identificação correta da patologia 

torna possível a aplicação de terapias apropriadas e de um aconselhamento genético 

adequado. 

O teste preditivo de adultos assintomáticos em risco (parentes de indivíduos com 

alguma SCA) pode ser realizado após a identificação da mutação específica causadora da 

doença no probando, desde que se trate de uma condição com penetrância completa ou 

quase completa. Esse teste não é útil para prever a idade de início, a gravidade, os tipos de 

sintomas ou a taxa de progressão da doença em indivíduos assintomáticos.   

Atualmente, não existe nenhum tratamento efetivo para modificar a progressão da 

doença nas SCAs ou nas doenças neurodegenerativas relacionadas, embora alguns 

benefícios no alívio dos sintomas atáxicos tenham sido descritos em alguns ensaios 

clínicos.  

 

 

1.2. Ataxia espinocerebelar tipo 3 ou Doença de Machado-Joseph 

 

1.2.1. Mutação 

 

A SCA3 é causada por uma expansão de uma sequência CAG no gene ATXN3. 

Este gene foi clonado e a mutação foi identificada em 1994 (Kawaguchi et al, 1994). Esse 

gene está localizado no cromossomo 14q32.1, engloba 48.240 pb sendo dividido em 11 

éxons. A mutação ocorre no éxon 10 do gene. Os indivíduos normais apresentam de 12 a 
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41 repetições CAG, enquanto os indivíduos afetados apresentam alelos com 61 a 84 

repetições (Kawaguchi et al, 1994). As repetições intermediárias são raramente observadas 

em indivíduos afetados (van Schaik et al, 1997; Takiyama et al, 1997; van Alfen et al, 

2001). 

 

1.2.2. Epidemiologia 

 

Dados sugerem que a SCA3 é o subtipo de SCA mais comum, com uma 

prevalência mundial de aproximadamente 30% (Schöls et al, 2004). A frequência estimada 

de indivíduos afetados com SCA3 foi calculada em 3:100.000 e a frequência de outras 

SCAs, exceto a SCA3, em 0,2:100.000 em estudo prévio realizado pelo nosso grupo 

(Jardim et al, 2001; Prestes et al, 2008).  A proporção de casos da doença de Machado-

Joseph foi bastante elevada na amostra estudada, provavelmente refletindo um efeito 

fundador açoriano (Jardim et al, 2001). Em outro estudo do nosso grupo, realizado com 

114 famílias com SCAs provenientes do sul do Brasil, a SCA3 foi identificada em 96 

(84%) famílias (Figura 1) (Trott et al, 2006). 

 

 
 
Figura 1. Frequências das SCAs em famílias brasileiras (SDM: sem diagnóstico molecular) 
(adaptado de Trott et al, 2006)  

 

 

A SCA3 foi originalmente descrita entre descendentes de portugueses açorianos, 

radicados nos Estados Unidos da América, no período entre 1972 e 1976, nos trabalhos de 
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Nakano e colaboradores (doença de Machado, descrita em descendentes de emigrantes 

portugueses - família Machado, radicados em Massachussets), Woods e Shaumburg 

(degeneração nigro-espino-denteada, com oftalmoplegia nuclear - descrita na família 

Thomas, de origem açoriana) e Rosemberg e colaboradores (degeneração estriato-nigral 

autossômica dominante - descrita na família Joseph, descendentes de José Bastiana, 

originário dos Açores) (Nakano et al, 1972; Woods and Schaumburg, 1972; Rosenberg et 

al, 1978).  

Nos anos seguintes, os estudos de Coutinho e colaboradores trouxeram maiores 

esclarecimentos sobre o entendimento clínico desta enfermidade, com trabalhos que 

enfatizaram que a doença seria uma enfermidade única, com expressão fenotípica variável 

(Coutinho e Andrade, 1978; Coutinho et al, 1980; Lima e Coutinho, 1980). A doença foi 

então designada como degeneração sistêmica autossômica dominante em famílias 

portuguesas das ilhas dos Açores: uma nova condição genética envolvendo os sistemas 

cerebelar, piramidal, extrapiramidal e da medula espinhal; doença do sistema motor 

autossômica dominante dos portugueses; ataxia de causa desconhecida hereditária 

autossômica dominante dos portugueses; doença de Joseph; doença açoriana de Machado-

Joseph e, finalmente, ficou conhecida como doença de Machado-Joseph (Coutinho e 

Andrade, 1978; Lima e Coutinho, 1980; Sachdev et al, 1982; Rosenberg e Grossman, 

1988). 

No Brasil, a SCA3 foi descrita inicialmente em uma família e apresentada na forma 

de pôster no Congresso Brasileiro de Neurologia, por Lisboa e Mariotto (1984), sem, 

contudo, uma correta definição da doença, e, posteriormente, por Radvany e colaboradores 

(1988, 1990) também na forma de pôster, a qual foi publicada alguns anos mais tarde 

(Radvany et al, 1993). Entretanto, a primeira publicação da SCA3 em nosso meio foi a 

descrição de cinco pacientes de uma mesma família (Teive et al, 1991). 

Atualmente, tem sido descrita a ocorrência de casos de SCA3 em diferentes etnias, 

sendo esta que se tornou a SCA mais comumente encontrada em muitos países. Essa nova 

situação motivou uma acirrada discussão sobre a presença de uma mutação isolada na 

SCA3 (founder mutation), com difusão da doença pelos portugueses, na época das grandes 

navegações ou a presença de várias mutações em diferentes países (Lima et al, 1997; 

Gaspar et al, 2001). Por outro lado, haplótipos intragênicos definidos na SCA3 (por 

polimorfismos de base única - Single Nucleotide Polymorphisms - SNPs estáveis) 
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sugeriram a existência de pelo menos dois eventos mutacionais. A linhagem de propagação 

mundial (o “haplótipo Joseph”) é compartilhada por 19 das 20 populações estudadas e, em 

Portugal, predomina entre as famílias com ascendência açoriana da ilha de Flores e no 

nordeste do continente. Um segundo haplótipo (“haplótipo Machado”) é praticamente 

restrito às famílias originárias da ilha de São Miguel e do centro de Portugal (Vale do Tejo) 

e é esporadicamente encontrado na Espanha, no Brasil, na Índia Ocidental, em algumas 

famílias norte-americanas e no Japão (Gaspar et al, 2001, Martins et al, 2008). Para o 

haplótipo de propagação mundial, a diversidade nas regiões flanqueadoras da repetição 

expandida (estimada através do acúmulo de mutações stepwise em STRs) foi comparada 

entre famílias com a SCA3. Uma antiga origem asiática (cerca de 6.000 anos) foi sugerida, 

dado a maior variabilidade encontrada em japoneses. Introduções mais recentes deste 

haplótipo Joseph parecem ter ocorrido, sucessivamente, na América do Norte, Alemanha, 

França, Portugal e Brasil. Um cenário totalmente diferente foi hipotetizado para a origem 

do haplótipo Machado (a segunda principal linhagem mutacional DMJ), sendo a população 

portuguesa a mais provável do local de nascimento para a mutação, a menos de 2.000 anos 

atrás (Martins et al, 2008). 

 

1.2.3. Manifestações clínicas 

 

A SCA3 apresenta um amplo espectro clínico, sendo arbitrariamente dividida em 

quatro tipos: tipo 1, com longas repetições, início na juventude, distonia e rigidez; tipo 2 (a 

forma mais comum), com idade de início entre 20 e 45 anos, sinais cerebelares e 

piramidais; tipo 3, com idade de início entre 40 e 60 anos, progressão lenta, predominância 

de sinais cerebelares e neuropatia periférica; e possivelmente o tipo 4, com proeminente 

Parkinsonismo (Paulson, 1998). 

Ataxia, do grego ataxis, é um termo que literalmente significa desordem ou 

confusão. O termo ataxia locomotora vem sendo empregado desde o século XIX, 

significando perda total ou parcial dos movimentos coordenados, sendo um sintoma 

comum em diversas doenças neurológicas (Schelhaas et al, 2000).  

Ataxia pode ser causada pela disfunção nas vias aferentes e deferentes do cerebelo 

(Harding, 1993; Klockgether et al, 2000). Um bom exemplo de um indivíduo atáxico é a 



 22

pessoa em estado de embriaguez: a fala é mal articulada, explosiva, intercortada (disartria), 

o andar de base alargada, em equilíbrio instável, os movimentos finos das mãos são 

desajeitados, por vezes com tremor. Outras características são perturbação da amplitude 

dos movimentos (dismetria), visível principalmente nos atos sob comando executados 

rapidamente (provas dedo-nariz e calcanhar-joelho), oscilações repetidas e involuntárias 

rítmicas de um ou ambos os olhos (nistagmo), podendo ainda haver alterações nos gânglios 

da base, tronco cerebral, na medula espinhal, nos nervos ópticos, na retina e nos nervos 

periféricos. Quando muito marcada, a ataxia pode afetar o equilíbrio do tronco, com 

oscilações e desequilíbrio na posição sentada. 

  As avaliações neurológicas mais amplamente utilizadas e validadas para medir a 

gravidade das SCAs são a ICARS (International Cooperative Ataxia Rating Scale) e a 

SARA (Scale for the Assessment and Rating of Ataxia) (Schmitz-Hubsch et al, 2006; 

Trouillas et al, 1997). Ambas as escalas visam especificamente à gravidade da ataxia em 

relação aos componentes axial, membros, ocular e da fala. Um método global e abrangente 

para a avaliação da SCA3 intitulado NESSCA (Neurological Examination Score for 

Spinocerebellar Ataxia) foi desenvolvido pelo nosso grupo (Kieling et al, 2008). A 

avaliação é composta por 18 itens gerando um escore total de 0 a 40. Treze itens fazem 

parte de um exame neurológico padrão (achados piramidais, ataxia, ataxia de limbo, 

nistagmo, retração palpebral, oftalmoparesia, disartria, fasciculação, movimentos 

distônicos, blefarospasmo, rigidez extrapiramidal, bradicinesia, amiotrofia distal e atrofia 

óptica); cinco itens são subjetivos e dependem de informações relatadas pelo paciente 

(disfagia, perda sensorial, cãimbras, vertigem e disfunção do esfíncter).  

A avaliação da taxa de progressão da doença deve ser a diferença de escore 

clínico entre dois exames dividida pelo tempo decorrido entre estes exames. Porém, como 

a SCA3 exibe um lento e progressivo avanço clínico, um longo intervalo de tempo é 

necessário entre duas avaliações para obter uma diferença perceptível. Também é desejável 

que a repetição das avaliações clínicas seja realizada pelo mesmo médico para reduzir a 

variabilidade inter-observador. Uma forma alternativa, embora menos precisa de avaliar a 

taxa de progressão clínica da doença, é a determinação dos escores de gravidade ajustados 

pela idade do paciente no primeiro exame (Netravathi et al, 2009). A escala NESSCA foi 

utilizada pelo nosso grupo em um estudo prospectivo de 10 anos de duração. Nesse estudo 

longitudinal, fomos capazes de demonstrar que a NESSCA – ou seja, a disfunção 
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neurológica global – piora 1,26 pontos por ano e que cada CAG adicional na repetição 

expandida corresponde a uma piora de 0,15 pontos naquela taxa (Jardim et al, 2010). 

 

1.2.4. Genética clássica – correlação entre tamanho da expansão e clínica, 

antecipação, transmissão preferencial do alelo mutante e fitness aumentado. 

 

Uma correlação inversa entre a idade de início e o tamanho da sequência que 

contém as repetições é observada e, embora o indivíduo já nasça com o alelo mutante, as 

consequências neurológicas somente aparecerão após algumas décadas de vida, durante as 

quais as funções neuronais são normais (Zoghbi, 2000). O tamanho da repetição do alelo 

anormal determina a taxa de progressão da doença em pacientes com SCA3 (Klockgether 

et al, 1996); nós mesmos já tínhamos identificado esse fenômeno, anos atrás (Jardim et al, 

2001). 

A idade de início da doença varia bastante, geralmente ocorrendo entre a terceira e 

a quarta década de vida, apesar de terem sido descritos casos com início precoce, durante a 

infância, e com início tardio, após sessenta anos de idade. O número de repetições CAG 

sozinho explica de 45% a 60% desta variabilidade (van de Warrenburg et al, 2002), 

indicando que outros fatores devem estar envolvidos, como o nível da proteína ataxina-3 

mutante nas células afetadas. Esta diferença pode estar relacionada, por exemplo, à 

metilação do DNA específica para o alelo mutante, levando ao silenciamento da 

transcrição. Consequentemente, os sintomas da doença começariam mais tardiamente 

nestes pacientes. 

A doença evolui progressivamente, levando o paciente à morte em média 21 anos 

após o início dos sintomas, conforme um estudo prévio realizado pelo nosso grupo 

(Kieling et al, 2007).  

Um fenômeno chamado antecipação ocorre nas SCAs com repetições 

trinucleotídicas CAG. Sequências com repetições grandes, maiores que a faixa normal, são 

instáveis durante a meiose e tendem a se expandir nas próximas gerações. Isto leva ao 

início mais precoce dos sintomas e fenótipo mais severo em gerações subsequentes da 

família, que caracteriza antecipação (Richards, 2001). A maioria dos casos juvenis é 



 24

causada por expansões extremas entre as gerações, como observadas em esperma em casos 

de SCA7 e de SCA2 (Monckton et al, 1999; Benton et al, 1998).  Na SCA7, a antecipação 

pode ser tão grave que crianças com início precoce podem morrer antes mesmo dos pais 

tornarem-se sintomáticos (La Spada, 1997; Nance, 1997).  

Para expansões de repetições grandes, como na SCA3, a instabilidade somática 

também poderia ocorrer, tornando a correlação genótipo-fenótipo ainda mais problemática 

(Maciel et al, 1997). Por outro lado, pequenas expansões, que algumas vezes são próximas 

ao tamanho normal, como na SCA2 e na SCA6, podem apresentar penetrância reduzida e 

aparecer como casos esporádicos sem uma história familiar (Schöls et al, 2000). 

Antecipação é uma questão importante no aconselhamento genético de indivíduos 

em risco assintomáticos e no diagnóstico pré-natal. Porém, embora exista uma correlação 

inversa entre o número de repetições CAG e a idade de início da doença, não se pode 

predizer pela história familiar ou por testes moleculares a idade de aparecimento dos 

sintomas, assim como a gravidade, os sintomas específicos e a taxa de progressão da 

doença, já que estes fatores são variáveis entre os indivíduos. Outros fatores genéticos e 

ambientais devem influenciar o histórico da doença, seu início e desenvolvimento. Esses 

fatores são conhecidos como fatores modificadores. É importante lembrar que o número de 

repetições trinucleotídicas pode também permanecer estável ou mesmo diminuir de 

tamanho quando transmitido para gerações subsequentes (Bird, 2009). 

Há uma transmissão preferencial do alelo mutante em famílias com SCA3, que é 

ainda mais significativa quando o transmissor é o pai (Takiyama et al, 1995; Ikeuchi et al, 

1996; Iughetti et al, 1998). Esse fenômeno, chamado de distorção da segregação, costuma 

sugerir a existência de uma vantagem seletiva do gameta portador do alelo mutante – 

fenômeno conhecido como deriva meiótica. Há evidências de que algum mecanismo 

desconhecido que opere na fertilização ou em estágios pós-zigóticos esteja atuando e 

explique esse fenômeno (Leeflang et al, 1996). Suas repercussões clínicas são muito 

importantes, pois a chance de um indivíduo assintomático em risco de ser mesmo portador 

da SCA3 não é, de fato, de 50%, mas é maior do que isso.  

Em um estudo realizado anteriormente pelo nosso grupo, foi demonstrado que o 

fitness de indivíduos afetados é estatisticamente maior que o da população em geral 

(Prestes et al, 2008). Neste trabalho, os indivíduos afetados tinham mais filhos do que os 
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parentes não afetados e as mulheres também apresentaram menor idade no primeiro parto e 

início mais precoce da menopausa em comparação com as familiares não afetadas. 

Também foi observado que, como o início da doença ocorre geralmente após a idade 

reprodutiva, a maioria dos indivíduos afetados teve seus filhos antes de saber se era ou não 

portador da mutação, sugerindo um maior fitness do alelo mutante (Prestes et al, 2008).  

 

1.2.5. Mutação causal e fisiopatologia 

 

A expansão das repetições CAG não altera a transcrição ou a tradução do gene 

ATXN3, mas leva à ocorrência de extensões anormais de poliglutamina na proteína ataxina-

3, que são geralmente acumuladas no núcleo celular na forma de agregados insolúveis e 

estruturas neuropatológicas chamadas inclusões intranucleares neuronais (Neuronal 

Intranuclear Inclusions - NII) (Clark e Orr, 2000; Orr e Zoghbi, 2000; Davies et al, 1998). 

Estas inclusões apresentam componentes celulares como ubiquitina, componentes do 

proteossomo, chaperonas e fatores de transcrição (Cummings et al, 1998; McCampbell et 

al, 2000; Schmidt et al, 2002). O bloqueio da agregação é um método utilizado para 

minimizar a toxicidade. A propriedade de agregação e as possíveis interações causadas 

pelos agregados nos núcleos das células parecem ser a maior causa de morte celular 

(Siyanova e Mirkin, 2001; Perutz e Windle, 2001).  

A proteína ataxina-3 apresenta na sua estrutura primária o domínio globular 

conservado, denominado domínio Josephina, na região amino-terminal com atividade 

catalítica, dois domínios de interação com ubiquitina e um domínio não estruturado 

contendo a faixa de poliglutaminas na região carboxi-terminal (Masino et al, 2003). Uma 

sequência de localização nuclear (nuclear localization sequence - NLS) também está 

presente na estrutura primária da proteína (Tait et al, 1998). Estudos independentes 

sugerem que a ataxina-3 está envolvida no sistema proteossomo dependente de ubiquitina 

(SPU), atuando com uma atividade ubiquitina protease, ligando-se a cadeias protéicas 

poliubiquitinadas e a outros fatores envolvidos na translocação de substratos ao 

proteossomo (Chai et al, 2004; Mao et al, 2005). A proteína ataxina-3 é encontrada no 

citoplasma, no núcleo das células e também nas mitocôndrias (Pozzi et al, 2008). 



 26

Foi demonstrado in vivo que a adição de uma NLS exógena a ataxina-3 expandida 

aumentou a gravidade do fenótipo e induziu precocemente a morte em modelos 

transgênicos (Bichelmeier et al, 2007). Neste mesmo estudo também foi demonstrado que 

a adição de uma sequência de exportação nuclear (nuclear export sequences – NES) 

exógena não apenas diminuiu quase completamente a formação de NIIs, mas também 

impediu a agregação de ataxinas-3 (Bichelmeier et al, 2007). Estes dados sugerem que 

defeitos no transporte nucleocitoplasmático da proteína expandida poderiam estar 

relacionados à patologia e especificidade neuronal.  

A exportação nuclear depende de um domínio complexo localizado na porção 

amino-terminal da proteína, que exige o domínio Josephina e o domínio de interação com a 

ubiquitina (Macedo-Ribeiro et al, 2009). Além disso, a exportação da ataxina-3 expandida 

é menos eficiente que a exportação da ataxina-3 normal (Chai et al, 2002), sugerindo um 

defeito na atividade de transporte nucleocitoplasmático da proteína expandida. Duas NES 

foram identificadas e associadas, sob condições normais, à manutenção da ataxina-3 no 

citoplasma (Antony et al, 2009). Porém, a clivagem proteolítica levaria a uma separação 

das duas NES localizadas na porção amino-terminal da ataxina-3, da NLS e da repetição de 

poliglutaminas, localizadas na porção carboxi-terminal da proteína. Isso permitiria que a 

porção carboxi-terminal fosse translocada para o núcleo para formar os agregados 

intranucleares. A identificação do transportador nuclear ou dos transportadores nucleares 

responsáveis por este transporte esclarecerá como a localização subcelular da ataxina-3 é 

regulada em condições fisiológicas e patológicas. 

Em um estudo com camundongos, a perda fisiológica da ataxina-3 não contribuiu 

para a patologia em SCA3, mas confirmou a importância da proteína como uma enzima 

deubiquitinante in vivo (Schmitt et al, 2007). O achado que a ausência da ataxina-3 em 

camundongos não tem efeitos deletérios sugere que futuras estratégias terapêuticas 

poderiam visar à redução da proteína. 

Apesar do fato que a maioria das proteínas associadas às SCAs é expressa 

sistemicamente, a citotoxicidade resultante parece restrita a poucos subtipos neuronais do 

sistema nervoso central (SNC). Condições celulares seletivas e interações proteína-proteína 

específicas poderiam conferir condições de insolubilidade local, levando a oligomerização 

e fibrilação em neurônios vulneráveis. Interferência na expressão gênica poderia ocorrer 
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pelos efeitos da interação da proteína mutante com proteínas que regulam a transcrição. 

Este fato explicaria a neurodegeneração de tipos específicos de células nas SCAs, pelo 

sequestro de fatores cuja expressão está confinada a estas células (Dueñas et al, 2006). Já 

foram descritas várias interações entre as poliglutaminas expandidas e fatores de 

transcrição/co-fatores como, por exemplo, proteína ligante de CREB (proteína de ligação a 

elementos responsivos ao cAMP) – PLC, fator associado a p300/CBP (p/CAF), p53, Sp1, 

TAFII130 e PQBP-1 (Okazawa, 2003). 

Em SCA3, a localização nuclear da ataxina-3 mutante em camundongos 

transgênicos reforça a patogênese da doença (Bichelmeier et al, 2007). A análise por 

microarranjo em outro modelo de SCA3 demonstrou desregulação transcricional de 

proteínas envolvidas na neurotransmissão glutamatérgica, sinalização/mobilização de 

cálcio intracelular, proteínas de choque térmico e fatores de transcrição regulando a 

diferenciação e sobrevivência neuronal, corroborando com a hipótese de disfunção nuclear 

em SCA3 (Chou et al, 2008). Em transcrição mediada por receptores nucleares, um papel 

para o SPU na remodelação da cromatina através da modificação de histonas e regulação 

transcricional foi estabelecido (Dennis e O’Malley, 2005; Kinyamu et al, 2005). 

Interessantemente, foi demonstrado que a ataxina-3 mutante age como uma repressora da 

transcrição, através de sua interação com a histona desacetilase 3 e com o co-repressor de 

receptor nuclear (NCoR) (Evert et al, 2006). Esta atividade repressora é dependente de 

seus domínios de interação com a ubiquitina (Evert et al, 2006), sugerindo uma ligação 

entre a função da ataxina-3 no SPU e seu papel na regulação da transcrição. 

Um grupo de proteínas nucleares cuja expressão poderia ser alterada pelas 

ataxinas mutantes, é o grupo das acetiltransferases de histonas (HATs). As HATs são 

responsáveis pela acetilação de histonas e de várias outras proteínas, alterando as suas 

funções (Kouzarides, 2000). As HATs também regulam processos de modificação 

transcricional de cromossomos, regulação temporária de promotores e ativação e 

inativação de proteínas. O desequilíbrio entre acetilação e desacetilação de proteínas pode 

ser um processo chave na patogênese (Steffan et al, 2001). A PLC é uma acetiltransferase, 

cuja atividade está alterada em doenças de poliglutaminas. A interação entre as 

poliglutaminas e PLC nas inclusões causa a perda da função de PLC por diminuir a sua 

disponibilidade. Visivelmente, a superexpressão de PLC protege os neurônios contra a 
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toxicidade de poliglutaminas expandidas (McCampbell et al, 2000; Nucifora et al, 2001; 

Taylor et al, 2003). 

Os pacientes homozigotos para a mutação SCA3 têm idade de início dos sintomas 

mais precoce e fenótipo mais grave que os pacientes heterozigotos (Carvalho et al, 2008). 

Isto poderia ser explicado pela perda de função da proteína ou pelo ganho de atividade 

tóxica (Lerer et al, 1996). Estudos em drosófilas demonstraram que a ataxina-3 normal 

suprime a neurodegeneração causada pela ataxina-3 mutante e esta supressão é dependente 

da sua atividade ligante a ubiquitina e atividade proteásica (Warrick et al, 2005). Isto 

implica (pelo menos neste modelo de drosófila) que parte do fenótipo neurodegenerativo 

poderia ser resultado da perda de função da ataxina-3. 

Alguns estudos também indicam que NII pode não ser a causa direta da doença, 

podendo ser um fenômeno relacionado ou mesmo representar uma resposta protetora. Após 

a interrupção da função da ubiquitina, poucas inclusões são observadas, mas a 

neurodegeneração procede (Cummings et al, 1999). As proteínas mutantes poderiam ser 

mais tóxicas se não forem sequestradas em inclusões. Estudos em animais desenvolvendo 

o modelo NII poderão esclarecer a sua relação com a morte celular. 

 

 

1.3. Epigenética 

 

A herança da informação baseada nos níveis de expressão gênica é conhecida 

como epigenética, sendo oposta à genética, a qual se refere às informações transmitidas na 

base da sequência gênica (Esteller e Herman, 2002). A palavra epigenética literalmente 

significa “mudanças em adição à sequência genética”. O termo foi desenvolvido para 

incluir alguns processos que alteram a atividade de determinado gene sem mudar a 

sequência do DNA, e este mecanismo leva a modificações que podem ser transmitidas para 

as células filhas através das divisões mitóticas e meióticas, além de ser um processo que 

pode ser reversível (Egger et al, 2004; Weinhold, 2006). 

A metilação que ocorre por adição covalente de um grupo metil ao resíduo do 

carbono 5’ da citosina em dinucleotídeos citosina-guanina (CpG), resultando na formação 
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de um composto chamado 5-metilcitosina, é uma característica de genomas eucarióticos e 

é um dos principais mecanismos epigenéticos de regulação da expressão gênica. A 

transferência do grupo metil é catalisada pelas DNA metiltransferases (DNMTs). Em 

mamíferos, as DNMTs incluem DNMT1, DNMT3A, DNMT3B e DNMT3L, que são 

responsáveis pela aquisição do padrão de metilação durante a gametogênese, embriogênese 

e desenvolvimento do tecido somático. As DNMTs utilizam S-adenosil-L-metionina como 

doador dos grupos metil (Turek-Plewa e Jagodzinski, 2005). As DNMTs de mamíferos 

estão agrupadas em duas classes baseadas em suas afinidades pelo DNA substrato. As 

DNMTs de novo (DNMTs 3A e 3B) são responsáveis por introduzir o radical metil em 

sítios CpG que nunca foram metilados, principalmente durante a gametogênese e no 

embrião em pré-implantação, enquanto DNMT1 mantém o padrão de metilação nas novas 

fitas de DNA que são formadas durante a replicação. A DNMT3L está fisicamente 

associada com as DNMTs 3A e 3B e é responsável por modular a atividade catalítica de 

ambas. Quando combinadas, essas DNMTs de novo e de manutenção parecem constituir 

um conjunto de componentes enzimáticos do sistema de metilação do DNA em mamíferos 

(Klose e Bird, 2006). 

Aproximadamente 60 a 90% dos dinucleotídeos CpG dispersos pelo genoma são 

metilados, enquanto que as regiões ricas em CpG denominadas “ilhas CpG” são não-

metiladas (Nakao, 2001). Ilha CpG foi definida como uma região de DNA maior ou igual a 

200 pb que contém pelo menos 50% de G+C e uma razão entre o observado e o esperado 

da frequência de dinucleotídeos CG maior ou igual a 0,6 (Gardiner-Garden e Frommer, 

1987). Estima-se que 60% dos genes humanos são associados a ilhas CpG. Por análises 

computacionais do genoma humano, calcula-se que existam aproximadamente 29 mil ilhas 

CpG (Venter et al, 2001). A localização destas ilhas CpG não é randômica no genoma, 

localizando-se preferencialmente na região promotora dos genes. Estas ilhas são 

encontradas nas proximidades de genes de expressão constitutiva e em 40% das regiões 

promotoras de genes que apresentam expressão tecido-específica (Nakao, 2001). 

A presença de ilhas CpG foi correlacionada com a estrutura gênica quando foi 

observado que as regiões do genoma acessíveis a nucleases e, portanto, ativas 

transcricionalmente, continham DNA hipometilado. Este dado, associado ao fato de que 

estas ilhas se localizam preferencialmente na região promotora dos genes, sugeriu um 

papel importante destas regiões na regulação da expressão gênica. De modo geral, a 
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presença de metilação nas ilhas CpG das sequências promotoras dos genes pode ser 

correlacionada com o silenciamento gênico (Esteller, 2002). 

Vários mecanismos foram propostos para explicar o papel da metilação na 

diminuição da atividade transcricional. Em um primeiro modelo, foi proposto que os 

resíduos de citosina metilados poderiam interferir diretamente na interação de fatores de 

transcrição aos seus sítios de ligação, uma vez que o grupo metil se projeta no sulco maior 

da dupla fita de DNA. Além desta interferência direta, um segundo modelo propõe que a 

metilação dos dinucleotídeos CpG tenha consequência direta no posicionamento 

nucleossomal precedendo a montagem desta estrutura. Dessa forma, a estrutura 

nucleossômica compactada silencia mais eficientemente a transcrição do que a estrutura 

convencional da cromatina (Esteller, 2005). A informação armazenada por ilhas CpG 

hipermetiladas é, em parte, interpretada por proteínas que se ligam a resíduos metilados 

(Methyl Binding Domain proteins - MBDs). As MBDs são importantes “tradutoras” entre a 

metilação do DNA e genes modificadores de histonas que estabelecem um ambiente de 

cromatina transcricionalmente inativo (Esteller, 2007). As MBDs podem recrutar 

complexos protéicos contendo co-repressores e desacetilases de histonas (HDACs) e, com 

base nessa interação, foi proposto que a ligação destes complexos ao DNA levaria a uma 

mudança na estrutura da cromatina impedindo a transcrição (Yang et al, 2001). 

A maioria das modificações nas histonas ocorre nas suas caudas amino-terminais. 

Várias modificações são compatíveis com o silenciamento gênico. Em geral, a 

desacetilação das histonas leva ao silenciamento gênico, enquanto a acetilação leva à 

ativação gênica. Deste modo, ilhas CpG hipermetiladas são conhecidas por exibir um 

código de modificação de histonas, caracterizado especialmente por hipoacetilação e 

metilação, que deve ser lido por fatores nucleares (Jenuwein, 2001). Outras conexões 

encontradas foram que as DNMTs também são capazes de recrutar HDACs, enquanto de 

outro lado, ambas DNMTs e MBDs recrutam metiltransferases de histonas (HMTs) que 

modificam a lisina 9 da histona H3 (Esteller, 2007). 

Mudanças na estrutura da cromatina são uma característica patológica 

proeminente de muitas doenças neurodegenerativas. Na doença de Alzheimer (DA), a 

transformação aberrante da proteína precursora de amilóide resulta em significantes 

alterações transcricionais (Mattson e Sherman, 2003; Robakis, 2003). A alteração da 
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transcrição gênica na DA tem sido associada com alterações nos perfis de acetilação de 

histonas (Kim et al, 2004). Anomalias transcricionais também são observadas na doença de 

Parkinson (DP), onde um subconjunto de genes identificados em estudos de perfis de 

expressão está significativamente desregulado (Mandel et al, 2005). Em ambos os casos, 

alterações neuropatogênicas na atividade transcricional levam a perturbações na função 

neuronal normal e morte neuronal.  

Na doença de Huntington (DH) ocorre uma significativa redução na transcrição 

gênica. A acetilação de histonas é reduzida em modelos de DH (Ferrante et al, 2003; 

Gardian et al, 2005). Inversamente, a metilação de histonas é aumentada em camundongos 

transgênicos (Gardian et al, 2005; Ferrante et al, 2004) e em pacientes com DH (Ryu et al, 

2006).  

A formação do padrão de metilação é iniciada durante o desenvolvimento, com 

um processo de desmetilação de todo o genoma ocorrendo dentro de 1-2 divisões celulares 

após a fecundação (Razin e Shemer, 1995). A desmetilação continua progressivamente até 

aproximadamente o tempo da implantação do blastocisto (Sanford et al, 1987). Assim que 

ocorre a implantação do blastocisto, os níveis de metilação do genoma aumentam 

drasticamente, resultando na formação de padrões de metilação encontrados em indivíduos 

adultos (Razin e Shemer, 1995). O início da metilação de novo resulta de interações entre 

DNMTs e elementos cis-atuante. Alto conteúdo de GC, juntamente com estruturas 

secundárias de DNA incomuns, pode ser um alvo para a metilação (Scrable e Stambrook, 

1997; Turker, 1999).  

A metilação do DNA está envolvida em vários processos biológicos normais, 

como o imprinting genômico e a inativação do cromossomo X. Várias síndromes herdadas 

são geradas devido à falta do imprinting genômico, como a síndrome de Angelman, a 

síndrome de Prader-Willi e a síndrome de Beckwith-Wiedemann (Egger et al, 2004). 

A hipermetilação associada ao silenciamento gênico é um dos mais importantes 

mecanismos epigenéticos em doenças humanas (Ozanne e Constancia, 2007). Alterações 

nestes mecanismos estão relacionadas à patogênese do câncer (Esteller e Herman, 2002), à 

DA (Wang et al, 2008) e a várias doenças hereditárias (Waggoner, 2007). Em particular, 

hipermetilação foi descrita na distrofia miotônica tipo 1 (Steinbach et al, 1998) e síndrome 

do X-Frágil (Sutcliffe et al, 1992), diminuindo a quantidade de mRNA do gene mutante. 
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No caso da síndrome do X-Frágil, o diagnóstico pode ser confirmado pela identificação de 

padrões anormais de metilação (Robert, 2008). Mudanças epigenéticas também foram 

associadas à patogênese da ataxia de Friedreich (FRDA) (Herman et al, 2006; Greene et al, 

2007; Al-Mahdawi et al, 2008; Castaldo et al, 2008). A análise do padrão de metilação de 

15 sítios CpG na região 5' da repetição GAA demonstrou que 3 sítios são mais metilados 

em pacientes FRDA quando comparados a controles saudáveis (Greene et al, 2007). Neste 

trabalho, os autores também destacaram o papel de um sítio CpG específico como um 

marcador robusto de modificação epigenética na FRDA. Por outro lado, os autores 

afirmaram que a metilação deste sítio, por si só, é improvável que seja a principal causa de 

deficiência da proteína frataxina. Na SCA2, alguma evidência do envolvimento da 

metilação alelo-específica na etiologia da doença já foi relatada (Bauer et al, 2004). Dois 

pacientes com 37 repetições CAG foram analisados. O paciente com manifestação 

posterior dos sintomas (67 anos de idade) mostrou maior metilação do alelo expandido em 

relação ao paciente que apresentou os primeiros sintomas aos 20 anos de idade. 

 

 

1.4. Genes modificadores 

 

A ampla variação observada na idade de início e nas manifestações clínicas dos 

pacientes com SCA3, inclusive entre indivíduos com o mesmo tamanho de repetição CAG, 

evoca a questão: quais fatores contribuem para a variação do fenótipo da doença? Outros 

fatores genéticos além da mutação patogênica também poderiam contribuir para tal 

variabilidade. Os genes modificadores foram descritos para explicar a variabilidade da 

expressão fenotípica de uma determinada doença, sendo que sozinhos não causariam esta 

doença, mas afetariam a sua gravidade. Alguns efeitos modificadores já foram associados a 

alguns genes em modelo animal para SCA3 (Bilen e Bonini, 2007). Nosso grupo também 

descreveu um significativo efeito da influência do tamanho da repetição CAG do alelo 

normal do gene ATXN2 no fenótipo neurológico de pacientes com SCA3 (Jardim et al, 

2003). A seguir serão descritas algumas proteínas que poderiam agir como modificadoras 

do fenótipo na SCA3.  
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1.4.1. Proteína X associada à Bcl-2 (BAX) 

 

A proteína X associada à Bcl-2 (BAX) é um membro pró-apoptótico da família 

Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) de proteínas envolvidas na regulação da apoptose. Devido à sua 

importância fundamental, a apoptose é uma via altamente regulada. Mais de 25 membros 

desta família já foram identificados e são classificados como proteínas pró- ou anti-

apoptóticas que compartilham até quatro domínios conservados conhecidos como regiões 

de homologia a Bcl-2 (BH) (Reed, 2000; Adams e Cory, 1998). As proteínas anti-

apoptóticas, como Bcl-2 e Bcl-xL, contêm todos os quatro subtipos de domínios BH e 

promovem a sobrevivência da célula, inibindo a função das proteínas pró-apoptóticas.  

Os membros pró-apoptóticos podem ser separados em duas subfamílias 

estruturalmente distintas. As proteínas multidomínio (Bax e Bak) apresentam três regiões 

BH, faltando o domínio BH4. As proteínas "somente-BH3", que incluem Bnip3, 

Nix/Bnip3L, Bim, Bid, Noxa, Puma e Bad, apresentam apenas o domínio BH3. A maioria 

dos membros da família Bcl-2 contêm um domínio transmembrana na região carboxi-

terminal, que é importante para a sua ligação a membranas intracelulares. As proteínas 

BH3 se ligam às proteínas anti-apoptóticas, permitindo a liberação das proteínas pró-

apoptóticas (Gustafsson e Gottlieb, 2007).  

As proteínas pró- e anti-apoptóticas podem ser encontradas no retículo 

endoplasmático (RE), citosol, mitocôndria e envelope nuclear. Em condições normais, Bax 

está localizada no citosol, mas, em resposta a estímulos apoptóticos, Bax sofre uma 

mudança de conformação que provoca a sua translocação para a membrana externa da 

mitocôndria. Isto leva a permeabilização da membrana externa mitocondrial e a liberação 

de proteínas pró-apoptóticas (Gustafsson e Gottlieb, 2007). Não está claro como Bax é 

mantido em um estado inativo no citoplasma e o que controla a mudança de conformação 

de Bax em resposta ao estresse.  

A homeostase é mantida através do controle da quantidade de proteínas pró- e 

anti-apoptóticas juntamente com padrões de expressão tecido-específico. Determinados 

estímulos, tais como danos ao DNA, levam a superexpressão de proteínas pró-apoptóticas, 

perturbando o equilíbrio e levando à morte celular programada. 
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As proteínas pró- ou anti-apoptóticas da família Bcl-2 desempenham um papel 

importante na regulação da liberação de citocromo c e Smac do espaço intermembranar 

mitocondrial (Adams, 2003; Danial e Korsmeyer, 2004). As proteínas pró-apoptóticas Bax 

e Bak, ativadas por membros BH3 da família de proteínas Bcl-2, incluindo Bim, 

induzem a permeabilização da membrana externa mitocondrial e permitem o efluxo do 

citocromo c citotóxico e Smac. As proteínas anti-apoptóticas Bcl-2 e Bcl-xL inibem a 

apoptose por prevenir a ativação de proteínas Bax/Bak ou BH3. A 

perturbação do equilíbrio entre proteínas pró e anti-apoptóticas, através da expressão e 

ativação de proteínas Bax e Bak, pode levar a ativação de caspase mitocôndria-dependente 

e morte celular por apoptose (Chou et al, 2006).  

O aumento da expressão e a ativação de Bax regulam a apoptose de neurônios do 

SNC em resposta a vários estímulos indutores de morte celular, incluindo excitotoxicidade 

do glutamato, isquemia e peptídeo β-amilóide (Paradis et al, 1996; Xiang et al, 1998; 

Graham e Chen, 2001; Guegan et al, 2001; Yang et al, 2009). Bcl-xL, expressa em 

neurônios embrionários e adultos, desenvolve um papel crítico na cascata neuronal 

inibindo a apoptose, que é ativada durante o desenvolvimento do cérebro ou após estímulos 

patológicos (Parsadanian et al, 1998, Cao et al, 2002).  

Em um modelo celular de SCA3, foi observado que a ataxina-3 expandida ativa a 

caspase-9, um importante iniciador da apoptose mitocôndria-dependente, e induz a morte 

neuronal através do aumento da expressão de Bax e da diminuição da expressão de Bcl-xL 

no cerebelo, estriado e neurônios da substância negra sem afetar a expressão Bak, Bcl-2 ou 

Bim (Chou et al, 2006). Estes resultados sugerem que a ataxina mutante regula a expressão 

de Bcl-xL e Bax por alterar o padrão normal de transcrição dos genes correspondentes. A 

ataxina mutante poderia interagir com os fatores de transcrição de forma anormal ou 

sequestrá-los (Chou et al, 2006).   

O gene BAX compreende 6 éxons e apresenta aproximadamente 7 kb, estando 

localizado na posição 19q13.3-q13.4 do genoma humano. O SNP de transição rs1805419 

(G/A) está localizado no íntron 3 do gene. 
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1.4.2. Cristalina α-B (CRYAB) 

 

A cristalina α-B (HspB5) é um membro da família de pequenas proteínas de 

choque térmico (sHsp - small heat shock protein) que atua como uma chaperona 

molecular, impedindo a agregação de polipeptídeos durante a recuperação do estresse 

celular. As sHsps são caracterizadas pela baixa massa molecular (12-43 kDa) e um 

domínio carboxi-terminal conservado. Em mamíferos, cristalina α-B é o principal 

polipeptídeo da lente do olho, onde está associada diretamente com a cristalina α-A 

(HspB4) para formar grandes estruturas hetero-oligoméricas (Arrigo et al, 2007).  

Chaperonas moleculares, proteínas que podem reparar ou facilitar a degradação 

proteossômica de proteínas mal enoveladas, estão presentes em agregados de tecidos 

humanos postmortem (Ross e Poirier, 2004). Esta evidência indica que os mecanismos de 

sobrevivência celular mediados por chaperonas do RE e a resposta a proteínas mal 

enoveladas são ativados durante a neurodegeneração nas SCAs. A presença de proteínas 

mal enoveladas pode causar um estresse no RE e, para restaurar a homeostase, ocorre a 

ativação transcricional de genes que codificam chaperonas. Consistente com esta hipótese, 

a superexpressão experimental de chaperonas modula a formação de agregados protéicos 

em cultura celular, em camundongos transgênicos e em drosófilas, diminuindo a toxicidade 

da cadeia expandida (Cummings et al, 1998; Cummings et al, 2001; Bonini, 2002). Um 

possível mecanismo para as chaperonas modularem a toxicidade seria pela estabilização da 

conformação das proteínas ou pela interação com a proteína mutada, prevenindo interações 

anormais com outras proteínas celulares (Sakahira et al, 2002; Dueñas et al, 2006). 

A proteína cristalina α-B está envolvida em diversos processos celulares 

fisiológicos e patológicos, como doenças de conformação protéica, doenças inflamatórias, 

apoptose e câncer (Arrigo et al, 2007). A expressão de cristalina α-B também se 

correlaciona com o aumento da resistência de células a danos oxidativos, através da 

diminuição dos níveis de espécies reativas de oxigênio e óxido nítrico (Firdaus et al, 2006).  

A cristalina α-B é codificada pelo gene CRYAB que abrange 3 éxons, apresenta 

aproximadamente 3 kb e está localizado na posição 11q23 do genoma humano. O 

polimorfismo g.CRYAB-249C>G está situado em uma região importante para a atividade 
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promotora no gene CRYAB (Aki et al, 2003). Esta região é conservada entre as espécies de 

mamíferos e na família de sHsps humanas. A influência deste polimorfismo foi 

demonstrada na suscetibilidade à esclerose múltipla, provavelmente por afetar a transcrição 

de CRYAB. O genótipo GG foi associado com idade de início precoce da doença 

(Stoevring et al, 2007).  

Estudos computacionais demonstraram que a substituição de C para G induz a 

ligação de fatores de transcrição, como TF68 e Nrf2 (Stoevring et al, 2007). A função do 

fator de transcrição TF68 ainda não é conhecida, mas Nrf2 é um membro da família de 

fatores de transcrição para zíper de leucina (Chan et al, 1995), sendo importante para 

mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo e na indução de apoptose (Venugopal et 

al, 1996; Ohtsubo et al, 1999; Itoh et al, 1997). Estes resultados sugerem que a indução de 

um sítio para Nrf2 pode ser importante na transcrição do gene CRYAB em pacientes com 

esclerose múltipla (Stoevring et al, 2007).  

A cristalina α-B também regula a apoptose através de vários mecanismos: ligação 

à Bax e inibição da translocação dessa proteína a mitocôndrias, impedindo a apoptose Bax-

dependente (Mao et al, 2004), e também ligação à pró-caspase 3, a proteína mais comum 

na via de apoptose, bloqueando assim a proteólise (Li et al, 2001; Kamradt et al, 2001; 

Kamradt et al, 2002). Recentemente, foi demonstrado que CRYAB é um gene alvo para p53 

e que a cristalina α-B interage diretamente com p53, sendo necessária para a apoptose p53-

dependente (Watanabe et al, 2009).   

O gene CRYAB é expresso em vários tecidos, incluindo o SNC. Aumento da 

expressão deste gene e um acúmulo de cristalina α-B em corpos de inclusão foram 

descritos em muitas doenças de conformação protéica, como, por exemplo, em fibras de 

Rosenthal na doença de Alexander, doença de corpos de Lewy, placas na DA e depósitos 

de sinucleína associados à DP (Muchowski e Wacker, 2005). A cristalina α-B pode ser 

considerada uma potente supressora de neurodegeneração (Arrigo et al, 2007).  

No nível bioquímico, mutações no gene CRYAB modificaram as propriedades da 

proteína cristalina α-B, como a sua oligomerização e atividade de chaperona in vitro. Além 

disso, a capacidade de cristalina α-B para interagir com membros da cascata de apoptose 

ou com outras sHsps também pode ser afetada (Bova et al, 1999). Essas observações levam 

à conclusão de que a cristalina α-B é um alvo importante para o desenvolvimento de 
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estratégias terapêuticas para patologias tão diversas como doenças neurodegenerativas, 

miopatias, asma, catarata e câncer. 

 

1.4.3. Receptor ionotrópico do glutamato, kainato 2 (GRIK2) 

 

O glutamato é considerado o principal neurotransmissor excitatório do SNC de 

mamíferos e exerce um importante papel na plasticidade e no desenvolvimento neuronal, 

bem como nos processos de neurodegeneração e excitotoxicidade (Nakanishi, 1992). O 

glutamato medeia vários processos vitais, como o desenvolvimento das células nervosas, 

incluindo proliferação e migração (McDonald et al, 1990), a modulação de mecanismos de 

aprendizado e memória (Izquierdo e Medina, 1997) e o envelhecimento (Segovia et al, 

2001). A ativação excessiva dos receptores glutamatérgicos (GluRs) durante episódios de 

estresse cerebral, tais como isquemia, traumatismo craniano e surtos epiléticos, leva à 

morte de neurônios. 

Os GluRs estão amplamente distribuídos no SNC e são divididos em duas classes: 

receptores metabotrópicos e receptores ionotrópicos. 

Os GluRs metabotrópicos constituem um grupo de receptores ligados a proteínas 

G. O glutamato, ao ligar-se nestes receptores, ativa uma proteína G que pode ativar ou 

inibir a adenilato ciclase ou estimular a fosfolipase C, regulando, assim, a concentração de 

diferentes mediadores intracelulares (IP3, AMPc ou Ca2+). Dentro deste grupo de 

receptores já se conhecem oito subtipos, os quais estão divididos em grupo I, grupo II e 

grupo III (Pin e Duvoisin, 1995; Conn e Pin, 1997). 

Por sua vez, os receptores ionotrópicos são canais que permitem a passagem de 

um cátion específico quando ativados por um agonista e foram subdivididos em NMDA 

(N-metil-D-aspartato), com as subunidades NR1, NR2A-NR2D, NR3A, NR3B e não-

NMDA, que compreendem os receptores AMPA (ácido α-amino-3-hidróxi-5-metil-

isoxazolenopropionato), com as subunidades GluR1-GluR4, e kainato, que inclui as 

subunidades GluR5-GluR7, KA1 e KA2 (Ozawa et al, 1998).  

Interação de aminoácidos excitatórios com seus receptores pode potencialmente 

causar toxicidade, por alterar a homeostase do cálcio e danificar o metabolismo energético 
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(Coyle et al, 1983). Vários trabalhos mostraram que a excitotoxicidade do glutamato está 

envolvida no dano agudo do SNC ou em doenças neurodegenerativas, como esclerose 

lateral amiotrófica e DH, levando a morte celular (Lipton e Rosenberg, 1994; Lee et al, 

1999; Maragakis e Rothstein, 2001; Feigin e Zgaljardic, 2002).  

Receptores ionotrópicos do tipo kainato têm duas atividades principais: contribuir 

para o potencial pós-sináptico excitatório em resposta ao glutamato e modular a liberação 

de neurotransmissores (γ -aminobutírico [GABA] e glutamato) através da ação pré-

sináptica (Chittajallu et al, 1999; Contractor et al, 2001; Mulle et al, 2000). O gene GRIK2 

(glutamate receptor, ionotropic, kainate 2) codifica a subunidade GluR6 do receptor 

kainato e é expresso abundantemente em regiões do cérebro envolvidas na aprendizagem e 

memória (como o hipocampo), bem como na atividade motora e aspectos motivacionais do 

comportamento (como o cerebelo e os gânglios basais). Portanto, GluR6 vem sendo 

associado como um principal contribuinte para as funções cognitivas mais elevadas e, 

assim, podendo desempenhar um papel na patogênese de vários distúrbios 

neuropsiquiátricos e doenças neurológicas. 

Em um estudo recente sobre a expressão de genes envolvidos na transmissão 

glutamatérgica em cerebelo de camundongos transgênicos expressando a proteína ataxina-

3 mutante, foi observada uma expressão reduzida de GluR6, sugerindo que esta redução 

tem um importante papel no processo de morte celular em SCA3 (Chou et al, 2008). A 

subunidade GluR6 do receptor kainato regula a excitação do glutamato nos neurônios 

cerebelares (Smith et al, 1999; Bureau et al, 2000). O complexo de sinalização formado 

por PLC β4, IP3R-1 e GluR1 é necessário para respostas pós-sinápticas mediadas pelo 

glutamato e plasticidade sináptica no cerebelo (Nakamura et al, 2004). Camundongos 

deficientes em PLC β4 ou IP3R-1-apresentam sintomas atáxicos de descoordenação 

motora (Hashimoto et al, 2001; Ogura et al, 2001). Portanto, a baixa expressão destes 

genes poderia levar a uma deficiência na transmissão glutamatérgica e, consequentemente, 

a disfunção cerebelar (Chou et al, 2008). 

O gene GRIK2 compreende 17 éxons e apresenta aproximadamente 670 kb, 

estando localizado na posição 6q16.3 do genoma humano. Estudos independentes 

demonstraram que o polimorfismo de repetição TAA na região 3’ não traduzida do gene 

apresenta um efeito modificador da idade de início na DH (Rubinsztein et al, 1997; 
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MacDonald et al, 1999; Chattopadhyay et al, 2003; Cannella et al, 2004). Outro 

polismorfismo, o SNP rs2227281 (C/T), localizado no íntron 14 a 8 pb do éxon 15, foi 

estudado no autismo, demonstrando a transmissão preferencial do alelo T (Shuang et al, 

2004; Dutta et al, 2007). Foi postulado que o autismo pode ser um transtorno 

hipoglutamatérgico (Carlsson, 1998). Conhecendo o fato de que a função de GluR6 é 

regulada pela edição do mRNA (Paschen et al, 1994), foi sugerido que o polimorfismo 

rs2227281 poderia influenciar esta edição (Shuang et al, 2004). A edição do mRNA de 

GluR6 no sítio Q/R modifica a permeabilidade dos canais de cálcio (Egebjerg e 

Heinemann, 1993).  

 

1.4.4. Interleucina-1β (IL1B) 

 

A interleucina-1 (IL1) exerce a sua atividade pró-inflamatória por dois tipos de 

polipeptídeos: IL1α e IL1β. As duas formas de IL1 mostram menos de 30% de homologia 

estrutural, porém as duas ligam-se aos mesmos receptores de superfície e suas atividades 

biológicas são essencialmente idênticas (Abbas et al, 1998). A IL1α parece se concentrar 

na membrana celular, enquanto a IL1β é secretada para o meio extracelular e parece ser a 

principal responsável pelas atividades da IL1 (Dinarello, 1988). A família da IL1 ainda é 

constituída por um terceiro polipeptídeo, denominado antagonista do receptor da IL1 

(IL1ra). Esta citocina funciona como um inibidor competitivo, pois se liga aos receptores 

da IL1 inibindo a sua atividade biológica (Abbas et al, 1998).  

A IL1β é uma importante citocina mediadora da resposta inflamatória e está 

envolvida em uma variedade de atividades celulares, incluindo proliferação celular, 

diferenciação e apoptose. A IL1β pode desenvolver um importante papel na resposta a 

danos ao SNC. É induzida em experimentos de danos cerebrais e aumenta o efeito 

isquêmico (Rothwell et al, 1997). Por outro lado, IL1β pode atuar como um fator promotor 

do crescimento pluripotente, induzindo o desenvolvimento axonal dopaminérgico em 

modelos animais para a DP (Wang et al, 1994). Assim, IL1β pode exercer efeitos 

neurotóxicos e neuroprotetores no cérebro.  

Embora IL1β possa ser expressa por células cerebrais, seus níveis são baixos no 

SNC “saudável” (Vitkovic et al, 2000). IL1β é liberada por monócitos, microglia, 
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astrócitos e células endoteliais cerebrais (Corsini et al, 1996). Níveis estatisticamente 

elevados de IL1β foram encontrados no fluído cérebro-espinhal de pacientes com esclerose 

múltipla, quando comparados a controles (Dujmovic et al, 2009). IL-1 pode contribuir para 

a ativação glial, expressão de moléculas inflamatórias, alterações da barreira hemato-

encefálica (McManus et al, 1998; Liu et al, 1996) e invasão de células do sistema 

imunológico para o SNC (Rothwell et al, 1996; Perry et al, 1998). Assim, a IL1β promove 

alterações inflamatórias, apoptose e/ou necrose de neurônios e oligodendrócitos (Merrill et 

al, 1993; D'Souza et al, 1995; Takahashi et al, 2003). 

Uma expressão protéica aumentada de IL1β foi observada em cultura de células 

neuronais e em tecidos do SNC de pacientes com SCA3, sugerindo que esta citocina 

inflamatória tem um importante efeito na patogênese da SCA3 (Evert et al, 2001; Evert et 

al, 2006). A síntese aumentada de IL1β no cérebro contribui para o desenvolvimento de 

patologias agudas e crônicas no SNC, como doença Alzheimer, síndrome de Down e 

esclerose múltipla (Griffin et al, 1989; Rothwell et al, 1997; Huitinga et al, 2000; 

Dujmovic et al, 2009). Em outro trabalho com camundongos atáxicos, alterações de 

expressão de IL1β foram encontradas exclusivamente no cerebelo, a única região do 

cérebro onde uma enorme neurodegeneração ocorre (Garabedian et al, 1998). Os 

resultados deste estudo fornecem evidência adicional de que IL1β exerce um importante 

papel nos processos neurodegenerativos.  

A indução de expressão de transcritos IL1β em várias regiões do cérebro foi 

observada na presença de kainato (Minami et al, 1991). Também foi demonstrado que 

IL1β desempenha um papel importante no aumento do efeito atáxico induzido por kainato 

em cerebelo de camundongos (Andoh et al, 2008). Os mecanismos detalhados sobre o 

efeito da IL1β na indução de ataxia permanecem desconhecidos. Uma possível causa seria 

o efeito regulador de IL1β sobre os sistemas neurotransmissores. IL1 está envolvida na 

regulação de neurotransmissores inibitórios e excitatórios (Miller e Fahey, 1994; Andoh et 

al, 2008). 

O gene IL1B compreende 7 éxons e apresenta aproximadamente 7 kb, estando 

localizado na posição 2q14 do genoma humano. Polimorfismos no gene IL1B, 

especialmente em regiões regulatórias, podem estar relacionados com a quantidade de 

citocinas produzidas. O alelo A do polimorfismo na região promotora na posição -511 (IL-
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1B-511) está relacionado ao aumento da síntese de IL1β (Pociot et al, 1992). Em pacientes 

com SCA6, homozigotos para o alelo A apresentaram uma maior idade de início quando 

comparados aos indivíduos homozigotos para o alelo G, mostrando um papel protetor de 

IL1β nesta doença (Nishimura et al, 2001). Na DP, IL1β também mostrou um efeito 

protetor (Nishimura et al, 2000), corroborando o fato de que IL1β pode atuar como um 

fator promotor do crescimento pluripotente, induzindo o desenvolvimento axonal 

dopaminérgico em animais modelos para a DP (Wang et al, 1994). 

 

1.4.5. Receptor de inositol 1,4,5-trifosfato tipo 1 (ITPR1) 

 

O receptor de inositol (1,4,5)-trifosfato (ITPR) é um canal de liberação de cálcio 

(Ca2+) intracelular que desenvolve um papel importante na sinalização neuronal de Ca2+ 

(Berridge, 1998). Três isoformas de ITPR foram identificadas (Furuichi et al, 1994), sendo 

o receptor do tipo 1 (ITPR1) a isoforma predominante neuronal. ITPR1 apresenta três 

domínios: um domínio amino-terminal de ligação ao inositol trifosfato (IP3), um domínio 

de acoplamento e um domínio transmembrana carboxi-terminal. ITPR1 facilita a liberação 

de Ca2+ do RE após a ligação do segundo mensageiro IP3 (Matsumoto e Nagata, 1999). 

ITPR1 é abundante nas células de Purkinje do cerebelo (Matsumoto et al, 1996).  

Uma característica notável da via de sinalização inositol trifostato/cálcio 

(IP3/Ca2+) é a participação no controle de um grande número de processos celulares. Em 

alguns casos, ela desempenha um papel direto na geração de sinais de Ca2+ enquanto que, 

em outros casos, tem a função de modular os sinais de Ca2+ produzidos por outras vias de 

sinalização (Berridge, 2009). O cérebro é particularmente rico em componentes que 

funcionam na via de sinalização IP3/Ca2+ que podem desempenhar um papel importante 

em diversos processos neuronais, tais como as mudanças na plasticidade sináptica que 

fundamentam a aprendizagem e a memória (Berridge, 1998). Os receptores metabotrópicos 

são responsáveis pela geração de IP3 que contribui para o processo de depressão a longo 

prazo, responsável pela aprendizagem motora (Sharp et al, 1993).  

Existem vários efeitos potencialmente tóxicos resultantes da excessiva liberação 

de Ca2+ do RE. Ocorre a ativação de calcineurina e calpaina, que clivam uma variedade de 

substratos importantes para a função neuronal, ocorre a modificação do citoesqueleto 
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neuronal, perda sináptica, atrofia neurítica e produção de grandes quantidades de espécies 

reativas de oxigênio, levando a abertura dos poros de permeabilidade mitocondrial e a 

apoptose (Bezprozvanny, 2009). A perturbação da homeostase do Ca2+ tem sido associada 

a muitas doenças neurodegenerativas, incluindo a DA (Bezprozvanny e Mattson, 2008), 

DP (Surmeier, 2007) e DH (Bezprozvanny e Hayden, 2004).  

Na SCA6, a degeneração de células de Purkinje está associada com expansões de 

poliglutamina no gene CACNA1A (Zhuchenko et al, 1997). O gene CACNA1A codifica a 

subunidade alfa 1A, que é a maior subunidade formadora de poros do canal de cálcio 

voltagem dependente tipo P/Q (Pietrobon, 2002). Canais de cálcio tipo P/Q são ativados 

por alta voltagem e encontrados principalmente nos neurônios e expressos em células de 

Purkinje no córtex cerebelar. Seu principal papel parece estar associado à transmissão 

sináptica (Mantuano et al, 2003). Modelos de ratos SCA6 knockin para a mutação CAG 

sugerem que, ao contrário de experiências anteriores com cultura de células, a expansão de 

poliglutamina não é tão prejudicial para a condutância de cálcio na célula. Esses dados 

apoiam a hipótese de que SCA6 é causada principalmente por um ganho de função, em vez 

de uma perda parcial de função (Saegusa et al, 2007; Watase et al, 2008). Parte do ganho 

de função pode ser devido ao acúmulo de canais de cálcio mutantes levando a um aumento 

na sinalização do cálcio (Gatchel e Zoghbi, 2005).  

O gene ITPR1 compreende 58 éxons e apresenta aproximadamente 354 kb, 

estando localizado na posição 3p26-p25 do genoma humano. Mutações em ITPR1 podem 

ter mais de um mecanismo potencialmente patogênico. Primeiro, a doença pode ser 

resultado de uma haploinsuficiência do receptor; este conceito é consistente com a 

observação de que a deleção heterozigota leva a um distúrbio de início tardio em humanos, 

enquanto que a deleção homozigota em camundongos leva a um transtorno de início 

precoce. Em segundo lugar, pode haver um local alternativo para iniciar a transcrição do 

gene ITPR1 resultando em um produto que confere um ganho de função patogênico para as 

proteínas. No entanto, a análise por western blot de células derivadas de indivíduos 

afetados utilizando um anticorpo contra a porção carboxi-terminal de ITPR1, não 

conseguiu identificar algum produto de proteína truncada (van de Leemput et al, 2007). 

Os camundongos sem o receptor ITPR1 exibem um comportamento atáxico grave 

(Matsumoto et al, 1996) e os camundongos com uma mutação espontânea no gene ITPR1 
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apresentam convulsões e ataxia (Street et al, 1997), sugerindo um papel importante de 

ITPR1 na função neuronal. Pacientes heterozigotos para a deleção de ITPR1 apresentam 

SCA15 (van de Leemput et al, 2007). A redução na expressão de várias proteínas da via de 

sinalização de Ca2+, incluindo ITPR1, foi relatada em perfis de microarranjo em um 

modelo de rato transgênico para SCA1 (Lin et al, 2000). 

A proteína mutante causadora da DH se liga especificamente à região carboxi-

terminal de ITPR1 (fragmento IC10) e ativa o receptor (Tang et al, 2003). A introdução do 

peptídeo IC10, através da proteína de fusão GFP-IC10, em neurônios de ratos transgênicos 

para DH interrompeu a associação patogênica entre ITPR1 e a huntingtina expandida, 

normalizando os sinais neuronais de Ca2+ e prevenindo a morte celular (Tang et al, 2009). 

Assim, a alteração na sinalização do Ca+2 pode desempenhar um papel importante na 

patogênese da DH (Bezprozvanny e Hayden, 2004).  

Associação específica entre a ataxina-3 mutante, e não entre a ataxina-3 normal e 

ITPR1 foi demonstrada por experimentos bioquímicos (Chen et al, 2008). Em 

experimentos eletrofisiológicos e com imagens, ITPR1 foi sensibilizado para a ativação 

por IP3 na presença da proteína mutante. Ao alimentar camundongos transgênicos para 

SCA3 com dantroleno, um estabilizador clinicamente relevante da sinalização intracelular 

de Ca2+, o desempenho motor melhorou e diminuiu a perda de células neuronais. Assim, a 

desregulação da via de sinalização de Ca2+ pode desempenhar um papel importante na 

patologia SCA3 e estabilizadores de Ca2+, tais como dantroleno, podem ser considerados 

como potenciais drogas terapêuticas para o tratamento de pacientes SCA3 (Chen et al, 

2008). Também foi demonstrado que a ataxina-2 mutante se liga a ITPR1 e aumenta a 

sensibilidade do receptor à ativação por IP3 (Liu et al, 2009).  

O receptor de inositol trifosfato e a consequente mobilização de cálcio também 

estão envolvidos na via de sinalização intracelular plaquetária. Em um recente trabalho 

analisando o efeito de 61 SNPs no gene ITPR1 na atividade plaquetária, o SNP rs17786144 

(T/C) mostrou uma associação significativa com fenótipos de resposta plaquetária. O alelo 

T foi associado a um aumento mais sustentado do cálcio intracelular. O efeito do genótipo 

ITPR1 na função plaquetária não se deveu a diferenças mensuráveis nos níveis de proteína, 

sugerindo que o SNP intrônico rs17786144 modifica a resposta plaquetária por outro 

mecanismo ainda não conhecido (Jones et al, 2009).  
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1.4.6. Neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 8 

(NEDD8) 

 

A proteína NEDD8 (neural precursor cell expressed, developmentally down-

regulated 8) é composta por 81 aminoácidos e se conjuga a proteínas alvo de forma 

semelhante à ubiquitina, sendo então considerada uma ULP (Ub-like proteins) tipo 1 

(Lowe et al, 2001). As ULP tipo 2 são caracterizadas pela presença de uma estrutura 

semelhante à ubiquitina em uma grande proteína mas que tem uma função aparentemente 

distinta (Tanaka et al, 1998; Yeh et al, 2000). Entre as ULP, NEDD8 apresenta a mais alta 

homologia de sequência com ubiquitina (80%). Vários estudos indicam que NEDD8 pode 

desempenhar um papel na proteólise através do SPU (Kamitani et al, 2001; Tateishi et al, 

2001). No entanto, a nedilação tem seu próprio conjunto de enzimas para garantir uma 

conjugação por uma via distinta. NEDD8, como ocorre com a grande maioria das ULP, é 

sintetizada como um precursor com uma cauda carboxi-terminal, com o comprimento 

variando em diferentes espécies (Kerscher et al, 2006). O processamento desta cauda por 

proteases expõe o domínio diglicina através do qual NEDD8 é covalentemente ligado ao 

substrato.  

Apesar do alto grau de identidade com ubiquitina, a ativação de NEDD8 e a 

transferência para a enzima de conjugação E2 é altamente específica. Estudos estruturais 

do complexo E1-NEDD8 mostraram que Ala72 em NEDD8 (Arg72 em ubiquitina) 

desempenha um papel crucial nesta especificidade, garantindo que, em condições 

fisiológicas, NEDD8 e não ubiquitina ou outras UPL são ativadas pela enzima E1 (Walden 

et al, 2003). 

A NEDD8 pode se conjugar com um número limitado de proteínas-alvo, 

incluindo os membros da família culina e p53 (Xirodimas et al, 2004). Culinas são 

componentes do complexo ubiquitina ligase SCF (Skp1/culina/F-box) que controla a 

ubiquitinação e degradação proteossômica de proteínas envolvidas na regulação do ciclo 

celular (p27 e ciclina E), regulação transcricional e de transdução de sinal {IκBα [inibidor 

da NF-kB (fator nuclear kB) α], β-catenina}, regulação de oxigênio [HIF-1α (fator hipóxia 

induzível 1α)] e na regulação do citoesqueleto (Bloom et al, 2003; Freed et al, 1999; Karin 
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e Ben-Neriah, 2000; Kondo e Kaelin, 2001; Kurz et al, 2002; Ohh et al, 2002). Nedilação 

de culinas modula a atividade ubiquitina-ligase do complexo, resultando em um aumento 

da ubiquitinação e degradação proteossômica dos substratos (Pan et al, 2004). 

Deleções em componentes da via de nedilação em Schizosaccharomyces pombe, 

Caenorhabditis elegans, drosófila e ratos resultaram em um fenótipo letal, demonstrando 

um papel essencial de NEDD8 na viabilidade celular (Osaka et al, 2000; Ou et al, 2002; 

Jones e Candido, 2000; Tateishi et al, 2001). 

A presença de NEDD8 em inclusões gliais e neuronais reativas a ubiquitina foi 

demonstrado em diversas doenças neurodegenerativas, como DA, DP e SCA3, sugerindo 

um papel ativo da NEDD8 na formação de inclusões ubiquitinadas no cérebro (Mori et al, 

2005). 

 A ataxina-3 é capaz de estabelecer uma interação direta com NEDD8 in vitro e in 

vivo, através do domínio Josephina em diferentes tecidos e em diferentes estágios do 

desenvolvimento (Ferro et al, 2007). A proteína atx-3 de Caenorhabditis elegans, 

homóloga da ataxina-3, também interage com NEDD8, indicando que esta interação 

protéica é conservada evolutivamente e com relevância funcional.  

O gene NEDD8 compreende 15 éxons e apresenta aproximadamente 15 kb, 

estando localizado na posição 14q12 do genoma humano. O SNP de transição rs2144487 

(C/T) está localizado no íntron 1 do gene. Estudos já demonstraram que o primeiro íntron 

de muitos genes contém sequências regulatórias importantes para a expressão gênica (De 

Jaco et al, 2005; Lee et al, 2005) Assim este SNP poderia causar a variação na expressão 

ou função de NEDD8, diminuindo a nedilação e a degradação proteossômica de substratos.  

  

1.4.7. Neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 9 

(NEDD9) 

 

A proteína NEDD9 (neural precursor cell expressed, developmentally down-

regulated 9) é um membro da família Cas de proteínas de adesão e está envolvida na 

formação de extensões de membrana como neuritos e crescimento neuronal (Sasaki et al, 

2005; Hodges et al, 2006).  
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A sequência 3' não-traduzida foi primeiramente descrita em 1992 após a clonagem 

de cDNAs para identificar genes predominantemente expressos no cérebro embrionário. 

Genes identificados foram intitulados NEDD para Neural precursor cell expressed, 

developmentally down-regulated. Os genes eram preferencialmente expressos em cérebros 

embrionários, mas a expressão diminuia durante o desenvolvimento (Kumar et al, 1992). 

As duas primeiras descrições do gene NEDD9 completo e a análise funcional 

inicial da proteína NEDD9 foram em 1996. Como os recursos disponíveis em 1996 não 

detectaram homologia com a sequência de NEDD9 inicialmente descrita, estes dois 

trabalhos atribuíram nomes diferentes para o mesmo gene. Os autores expressaram uma 

biblioteca de cDNA humano em S. cerevisiae e procuraram por genes que induziam 

filamentos de brotamento em leveduras, com o objetivo de identificar uma classe de 

proteínas que pudesse regular coordenadamente a polarização celular e o ciclo celular em 

células humanas (Law et al, 1996). Este estudo identificou uma potente atividade de 

polarização celular no domínio carboxi-terminal da proteína HEF1 (Human Enhancer of 

Filamentatio 1).  

Também em 1996, foi identificada uma proteína denominada Cas-L (para Crk-

associated substrate-related protein, Lymphocyte type), sendo o mesmo gene de 

HEF1/NEDD9. O objetivo deste estudo foi clonar o gene que codifica uma proteína 

mostrada previamente ser hiperfosforilada na tirosina após a ligação de β1-integrinas nas 

células T e de desenvolver um papel no processo de co-estimulação da célula T (Minegishi 

et al, 1996). A partir de 2007, todos os três nomes para o mesmo gene (NEDD9, HEF1 e 

Cas-L) são de uso comum. 

NEDD9 desempenha um papel importante na regulação de pelo menos três 

classes distintas de processos biológicos. Estas incluem: 1) migração e invasão; 2) 

apoptose e 3) regulação do ciclo celular. Os níveis de NEDD9 estão acentuadamente 

elevados nas metástases. Notavelmente, a migração celular é crítica durante muitos 

processos celulares não patológicos (por exemplo, a embriogênese e a inflamação) e é 

anormalmente ativada em muitos tipos de câncer (Singh et al, 2007). 

Durante a última década, NEDD9 emergiu como uma proteína sujeita a uma 

regulação complexa e dinâmica que, por sua vez, pode influenciar vários processos 

biológicos diferentes. O controle através da fosforilação é uma característica comum de 
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proteínas da família Cas e é responsável pela adesão celular. NEDD9 também é fosforilada 

na tirosina e tem a transcrição do gene aumentada em neurônios do córtex cerebral e 

hipocampo após uma isquemia transiente global em cérebros de ratos adultos (Sasaki et al, 

2005). Os papéis de NEDD9 nestas vias adicionais permanecem apenas minimamente 

explorados até o momento.  

A função de NEDD9 no sistema nervoso ainda não é bem conhecida. 

Recentemente foi demonstrado que NEDD9 está envolvida na diferenciação mediada Tgfβ 

(Transforming growth factor b) em linhagem neuronal. NEDD9 poderia promover um 

estado no progenitor que tornaria as células competentes para a diferenciação em neurônios 

(Vogel et al, 2009). 

O gene NEDD9 compreende 8 éxons e apresenta aproximadamente 199 kb, 

estando localizado na posição 6p25-p24 do genoma humano. O gene NEDD9 foi descrito 

como um potencial candidato para suscetibilidade tardia à DA e à DP (Li et al, 2008). O 

polimorfismo rs760678 (C/G) mostrou associação a estas duas doenças após a análise de 

4692 SNPs em 3664 genes. O genótipo CC foi associado com um risco aumentado de 

desenvolver a DA e a DP em suas coortes. O polimorfismo rs760678 está localizado na 

região contendo domínios de ligação TATA e GATA. Proteínas ligantes de GATA 

desenvolvem um importante papel na regulação da expressão gênica neurônio-específica 

(Lawson et al, 1996). Assim, os autores sugeriram que este polimorfismo poderia 

modificar a ligação de fatores de transcrição ao gene NEDD9. Expressão diferencial de 

transcritos NEDD9 poderia indiretamente afetar o número de células neuronais/sinapses no 

cérebro tal que indivíduos com o genótipo de risco apresentam uma maior perda neuronal 

(Li et al, 2008). Também este efeito diferencial pode ser crítico na influência da 

regeneração neuronal sob condições de estresse. Por exemplo, a expressão de NEDD9 é 

aumentada em células-tronco humanas expostas a hipóxia (Martin-Rendon et al, 2006) e 

após isquemia transiente global em um modelo de rato (Sasaki et al, 2005).  

 

1.4.8. Proteína que interage com a porção carboxi-terminal de Hsp70 (CHIP) 

 

A proteína que interage com a porção carboxi-terminal de Hsp70 (C-terminal heat 

shock protein 70-interacting protein - CHIP) é uma co-chaperona e ubiquitina ligase. 
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Através de três domínios na sua porção amino-terminal, CHIP interage com proteínas de 

choque térmico Hsp70 ou Hsp90 e modula o enovelamento protéico. Através do domínio 

U-box de sua porção carboxi-terminal com atividade ubiquitina ligase E3, CHIP ubiquitina 

substratos e os direciona para degradação (Connell et al, 2001). Contudo, CHIP exibe 

atividade intrínsica de chaperona molecular e pode se associar a proteínas mal enoveladas 

de uma maneira independente de Hsp70 (Rosser et al, 2007). 

Este duplo papel de CHIP em vias ubiquitina e chaperona dependentes sugere que 

ela poderia ser importante no sistema de controle de qualidade de proteínas neuronais. 

Diversos estudos mostraram a sua influência em doenças neurodegenerativas. Por 

exemplo, CHIP promove a atividade da parkina, uma proteína associada a parkinsonismo 

recessivo (Imai et al, 2002), regula a degradação de tau fosforilada, uma proteína 

implicada em várias doenças neurodegenerativas (Dickey et al, 2007) e também regula a 

degradação de formas oligoméricas de α-sinucleína, que formam agregados nos corpos de 

Lewy, na DP (Tetzlaff et al, 2008). A superexpressão de CHIP diminuiu a agregação de 

poliglutaminas e a toxicidade em modelos celulares de SCA1, SCA3 e DH (Jana et al, 

2005; Miller et al, 2005) e in vivo em SCA1 (Al-Ramahi et al, 2006) e SCA3 (Williams et 

al, 2009). 

A relação entre neurodegeneração em SCAs e o SPU, a principal maquinaria 

celular para degradar proteínas enoveladas de forma errada, é evidenciada por achados 

consistentes de agregados protéicos ubiquitinados em estudos neuropatológicos (Ross e 

Poirier, 2004). A ubiquitinação é uma modificação pós-traducional fundamental na 

homeostase celular. Neste sistema, as enzimas E1 (ativação), E2 (conjugação) e E3 

(ligação) agem sequencialmente para promover a fixação da ubiquitina, um peptídeo de 76 

aminoácidos, à proteína alvo em um ou mais resíduos de lisina. As proteínas podem ser 

mono ou poliubiquitinadas. As proteínas poliubiquitinadas são transportadas ao 

proteossomo 26S, uma complexa protease nuclear e citosólica com um núcleo proteolítico 

multicatalítico 20S (Bonifacino e Weissman, 1998; Voges et al, 1999).  

O SPU é um dos mecanismos chaves para degradar proteínas não necessárias à 

célula e falhas neste sistema resultam em toxicidade celular (Jesenberger e Jentsch, 2002). 

Proteínas com poliglutaminas expandidas são mal enoveladas e marcadas para a proteólise, 

mas são resistentes à degradação. Foi observado que a inibição da função proteossomal em 
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diferentes linhagens celulares transfectadas com um fragmento truncado de ataxina-3 

aumentou a agregação da ataxina-3 mutante (Chai et al, 1999). 

Existem evidências que a ataxina-3 é suscetível ao processo de ubiquitinação e 

sinalização para a degradação no proteossomo (Matilla et al, 2001). Enovelamento errado 

causado pela poliglutamina expandida poderia levar a dificuldades de reconhecimento pelo 

SPU e, assim, prejudicar a degradação dessas proteínas mutantes. Alguns estudos indicam 

que as expansões e os agregados podem também alterar a função SPU. Por exemplo, a 

ataxina-3 expandida poderia alterar a função normal e produzir falhas no sistema SPU. 

Como o SPU desenvolve um papel proeminente na detoxificação e sinalização de proteínas 

danificadas para degradação, falha neste sistema poderia levar a um acúmulo anormal de 

uma variedade de proteínas tóxicas, incluindo aquelas contendo as poliglutaminas e, assim, 

causando disfunção e/ou morte celular (Dueñas et al, 2006). 

A ubiquitinação desempenha um papel importante nas doenças de poliglutaminas, 

reduzindo a toxicidade por aumentar a degradação protéica. Por exemplo, a superexpressão 

da ubiquitina ligase E4B aumenta a ubiquitinação da ataxina-3, reduzindo o acúmulo de 

espécies insolúveis e suprime a neurodegeneração em um modelo de drosófila para SCA3 

(Matsumoto et al, 2004).  

A presença de componentes do sistema de controle de qualidade de proteínas em 

inclusões de poliglutaminas indica que esta co-agregação poderia ser devido à falha na 

função deste sistema para lidar adequadamente com doenças relacionadas a proteínas não 

devidamente enoveladas ou proteínas agregadas. Alternativamente, pode refletir um 

mecanismo de proteção para processar as proteínas mal enoveladas. Vários trabalhos 

indicam que, em particular, chaperonas Hsp70 podem modular a patogênese de 

poliglutaminas. A maquinaria Hsp70 ajuda no enovelamento adequado de proteínas-alvo 

por controlar a ligação e a liberação do substrato protéico, estabilizado uma conformação 

instável (Hartl, 1996). O ciclo de ligação do substrato, impulsionado pela hidrólise de 

ATP, é regulado por pelo menos quatro cofatores: Hsp40, Hip, Bag-1 e CHIP (Rujano et 

al, 2007). Hsp70 pode impedir a agregação irreversível de proteínas durante estresses 

como choque térmico e ajuda no reenovelamento de proteínas desnaturadas pelo calor, 

uma ação que é regulada por estes cofatores. Com relação a doenças de poliglutaminas, a 

superexpressão de Hsp70 em modelos de rato e drosófila retardou a disfunção neuronal, 
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melhorou a sobrevivência da célula e suprimiu a neurodegeneração (Warrick et al, 1999, 

Chan et al, 2000; Cummings et al, 2001; Adachi et al, 2003).  

 O gene CHIP compreende 7 éxons e apresenta aproximadamente 2,6 kb, estando 

localizado na posição 16p13.3 do genoma humano. Polimorfismos na região promotora ou 

em regiões regulatórias do gene poderiam alterar a transcrição, diminuindo o nível de 

CHIP e aumentando o acúmulo de proteínas que teriam que ser degradadas.  O SNP 

rs12599315 (C/T) está localizado na região promotora. O SNP rs6597 (G/T) está 

localizado no íntron 3. O SNP rs11558085 está localizado no éxon 1 e a substituição G/A 

causa a troca do aminoácido arginina por uma glutamina. O SNP rs11861355, localizado 

no éxon 3, é uma substituição sinônima T/C, permanecendo o aminoácido arginina. O SNP 

rs3204090, localizado no éxon 7, também é uma substituição sinônima A/G, 

permanencendo o aminoácido glutamato. Os SNPs citados acima foram escolhidos por 

estarem distribuídos por toda a extensão do gene. 

 

 

1.5. Justificativas 

 

A SCA3 é a SCA mais frequente no Brasil. A idade de início da doença e a 

gravidade dos sintomas estão frequentemente relacionadas ao número de repetições CAG. 

Porém, esta correlação não é possível para muitos indivíduos afetados considerados 

outliers, os quais exibem comportamento atípico em relação à idade de início dos sintomas 

e às manifestações clínicas. As causas dessas diferenças ainda não são conhecidas.  

O silenciamento da transcrição pode ser causado por metilação em regiões 

promotoras. Repetições de trinucleotídeos, além de formarem estruturas secundárias de 

DNA como grampos, possuem alto conteúdo de GC, atraindo as metiltransferases. Em 

situações patológicas, as citosinas são metiladas diferentemente (numa extensão maior ou 

menor) imprimindo um desenho distinto e específico em cada situação. Assim, a 

comparação do padrão de metilação entre indivíduos outliers poderia explicar a diferença 

observada. A análise do padrão de metilação nas SCAs, em diferentes indivíduos e entre 
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diferentes famílias, parece de especial relevância no caso da SCA3, uma vez que além da 

sua elevada frequência no Brasil, apresenta uma enorme variabilidade fenotípica. 

Embora os genes BAX, CRYAB, GRIK2, IL1B, ITPR1, NEDD8, NEDD9 e CHIP 

tenham sido identificados como possíveis modificadores em cultura de células, ou em 

modelos animais para SCA3 ou em indivíduos com outras doenças neurodegenerativas, 

não existem estudos para o efeito destes genes em pacientes com SCA3. Por serem 

encontrados ao longo de todo o genoma, os SNPs geram alelos funcionais ou 

fisiologicamente relevantes, pois, em uma região codificante, podem ter impacto na 

proteína, em um íntron, podem influenciar no mecanismo de splicing e, no promotor, 

podem modificar a transcrição gênica (Krawczak et al, 1992). A maioria dos 

modificadores escolhidos está envolvida no enovelamento, degradação protéica ou 

apoptose. O estudo da contribuição de SNPs nestes genes pode ter grande importância no 

entendimento da patogênese da doença, no aconselhamento genético de indivíduos pré-

sintomáticos e no possível desenvolvimento de estratégias terapêuticas.  
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

• Identificar modificadores genéticos do fenótipo da SCA3. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

• Analisar o padrão de metilação do promotor do gene ATXN3 e comparar 

com a idade de início em pacientes com SCA3.  

• Determinar as frequências alélicas e genotípicas de polimorfismos nos 

genes BAX (rs1805419), CRYAB (rs14133), GRIK2 (rs2227281), IL1B 

(rs16944), ITPR1 (rs17786144), NEDD8 (rs2144487) e NEDD9 

(rs760678) em pacientes e indivíduos controles. 

• Investigar a possível influência dos polimorfismos citados acima na 

variabilidade da idade de início, na gravidade da doença e nos volumes 

cerebrais de pacientes com SCA3. 

• Correlacionar o número de repetições CAG do alelo normal do gene 

ATXN3 e polimorfismos no gene CHIP (rs12599315, rs11558085, 

rs11861355, rs6597 e rs3204090) com a idade de início em pacientes com 

SCA3.  
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3. RESULTADOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Os resultados deste trabalho serão apresentados na forma de três artigos científicos. 
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3.1. ARTIGO 1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Does DNA methylation in the promoter region of the ATXN3 gene modify age at onset 

in MJD (SCA3) patients? 

 

 

Artigo aceito para publicação no periódico Clinical Genetics, doi: 10.1111/j.1399-

0004.2010.01508.x 
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3.2. ARTIGO 2 

 
 
 
 
 
 
 
Polymorphisms in GRIK2, IL1B, NEDD8, and NEDD9 genes modify the phenotype 

of patients with SCA3. 

 

 

Artigo submetido ao periódico Brain. 

 

 

 

 
 
 



 Genetic modifiers of SCA3 phenotype.  
 

 59

Polymorphisms in GRIK2, IL1B, NEDD8, and NEDD9 genes modify the phenotype of 

patients with SCA3. 

 

Vanessa Erichsen Emmel1,2,3, Karina Carvalho Donis3,4, Tailise Conte Gheno1,2,3, Jonas 

Saute4, Leonardo Vedolin5, Laura Bannach Jardim1,3,6, Maria Luiza Saraiva-

Pereira1,2,3,7. 

 

1Laboratório de Identificação Genética, Centro de Pesquisa Experimental, Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre. 

2Departamento de Genética, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brazil. 

3Serviço de Genética Médica, Hospital de Clínicas de Porto Alegre, Brazil. 

4Serviço de Neurologia, Hospital de Clínicas de Porto Alegre, Brazil. 

5Serviço de Neuroradiologia, Hospital Moinhos de Vento, Porto Alegre, Brazil. 

6Departamento de Medicina Interna, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 

Brazil. 

7Departamento de Bioquímica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brazil. 

 

Corresponding author: 

Maria Luiza Saraiva-Pereira, PhD 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre - Serviço de Genética Médica 

Ramiro Barcelos 2350 – CEP 90035-903 

Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil 

Phone: + 55 51 33598011 Fax: + 55 51 33598010 

e-mail: mlpereira@hcpa.ufrgs.br 



 Genetic modifiers of SCA3 phenotype.  
 

 60

 

Abstract 

 

Spinocerebellar ataxia type 3 (SCA3) is a neurodegenerative disease caused by 

expansion of a polyglutamine tract in ataxin-3 that is coded for by ATXN3 gene. CAG 

length is inversely correlated with disease age at onset but is responsible for about 45-

60% its variation in SCA3. In order to identify genetic modifiers that can influence age 

at onset, severity of disease, and volumes of infratentorial structures at MRI, we 

investigated if single-nucleotide polymorphisms in candidate genes would modify these 

phenotypes in a large group of Brazilian patients with SCA3. We have found significant 

associations between a GRIK2 polymorphism (rs2227281) and cerebellum volume 

(P=0.006), an IL1B polymorphism (rs16944) and age at onset (P=0.042), a NEDD8 

polymorphism (rs2144487) and pons volume (P=0.023), and a NEDD9 polymorphism 

(rs760678) and disease severity (P=0.003). These results suggest that polymorphisms in 

GRIK2, IL1B, NEDD8, and NEDD9 genes may contribute to the phenotypic expression 

of SCA3. 

 

 

Keywords: SCA3, modifiers genes, age at onset, severity, volumes of infratentorial 

structures. 

 

Total number of words in the text (excluding references, tables and figure 

legends): 3499 
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Introduction 

 

Spinocerebellar ataxia type 3 (SCA3) is the most common form of autosomal 

spinocerebellar ataxia (Durr, 2010). SCA3 is a neurodegenerative disease caused by an 

unstable CAG repeat expansion in ATXN3 gene that leads to an expanded 

polyglutamine tract in ataxin-3, the corresponding protein (Kawaguchi et al., 1994). The 

relative frequency of SCA3 among SCAs in South Brazil was previously established by 

our group to be 84% (Trott et al., 2006), where the minimal prevalence was estimated to 

be 3:100,000 inhabitants (Prestes et al., 2008).  

 

SCA3 presents a wide phenotypic variation. Clinical differences are related to age at 

onset (AO) and to features of neuropathological involvement (Sequeiros and Coutinho, 

1993; Paulson, 2007). This disease is associated to extensive morbidity, in addition to 

almost five-fold increase in mortality risk, when compared to non-carrier relatives 

(Kieling et al., 2007). Disease onset usually occurs during adulthood with a mean AO 

(±SD) of 32 (±12) years in Brazilian patients (Jardim et al., 2001), or 37 (±14) years in 

the Portuguese and those of Portuguese descent (Sequeiros and Coutinho, 1993). AO 

distribution ranges from 5 to 73 years in Portuguese patients (Sequeiros and Coutinho, 

1993), and is inversely correlated with (CAG)n expansion length, a feature common to 

several nucleotide repeat disorders. However, the repeat length is responsible for only 

45-60% of AO variation in SCA3 (Maruyama et al., 1995; van de Warrenburg et al., 

2002; Maciel et al., 1995). Patients with identical expansion size may still exhibit large 

variation in AO, indicating the influence of other factors (genetic, environmental or 

both) that remain to be identified. 
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We have recently investigated the role of methylation in gene promoter ATXN3 on AO 

of SCA3 patients (Emmel et al., 2010). The effect of methylation status was small, 

however an epigenetic control of the ATXN3 promoter was not excluded as a possible 

contributor for AO variation in SCA3.  

 

Analysis of candidate genes is another way of addressing genetic factors as disease 

modifiers. Based on data available in the literature, we have then chosen the following 

candidate genes to be included in this study: BCL2-associated X protein (BAX); 

crystallin, alpha B (CRYAB); glutamate receptor, ionotropic, kainate 2 (GRIK2); 

interleukin 1, beta (IL1B); inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 1 (ITPR1); neural 

precursor cell expressed, developmentally down-regulated 8 (NEDD8); and neural 

precursor cell expressed, developmentally down-regulated 9 (NEDD9). Theses genes 

code for proteins that, in a way, interact to wild-type or normal ataxin-3. In the present 

study, we address specific single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in these genes in 

order to correlate their role as modifiers of AO, severity, and volumes of infratentorial 

structures in a large cohort of Brazilian SCA3 patients.  
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Materials and Methods 

 

Patients 

 

Two hundred seventy-three Brazilian SCA3 patients (119 families) were ascertained. 

Inclusion criteria was symptomatic patients with a confirmed diagnosis by molecular 

analysis. AO was defined as that age at which patient or a close relative noticed the 

beginning of first symptom (usually gait unbalance). Gender distribution was as 

follows: 48% males and 52% females. In a subgroup of 100 individuals, the degree of 

neurological manifestations was measured by the Neurological Examination Score for 

Spinocerebellar Ataxia (NESSCA) (Kieling et al., 2008). In those individuals, disease 

severity was defined as the quotient of NESSCA score divided by disease duration 

(NESSCA/duration). Other quotients similar to this have been used before in SCA3 

patients by other groups (Abe et al., 1998; Netravathi et al., 2009). Finally, magnetic 

resonance imaging’s (MRI) were randomly obtained from 30 of these patients (see 

below). 

 

Samples from one hundred healthy individuals were tested as control subjects in order 

to establish SNP allele distribution in our population. Gender distribution in the control 

group was even (50% each).  

 

The study was approved by our local hospital Ethics Committee. 
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MRI studies 

 

MRI was done using 1.5 T system. Sagital T1 weighted images (TR=2000 ms and 

TE=3.45 ms) - slice thickness of 1mm, pixel size of 0.49mm - were performed. The 

normalized volumes of the brainstem, midbrain, pons, medulla oblongata, and 

cerebellum of SCA3 patients were measured on fluid-attenuated inversion recovery 

(FLAIR), using semi-automated segmentation techniques and voxel count volumetry 

using the software ImageJ.  

 

DNA isolation and measurement of repeat length 

 

DNA was isolated from leukocytes as described previously (Miller et al., 1988). 

Fluorescence based assay (Quant-iT – Invitrogen) was used for DNA quantitation. 

Evaluation of the (CAG)n tract was performed by PCR amplification with fluorescently 

labeled primers. After amplification, an aliquot of PCR products were mixed with 

formamide (HiDye formamide, Applied Biosystems) and GeneScan™ 500 LIZ 

(Applied Biosystems), and capillary electrophoresis was performed in an ABI 3130xl 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Amplicon lengths were estimated using 

GeneMapper 3.2 software (Applied Biosystems).  

 

SNP Genotyping 

 

Specific SNP of BAX (rs1805419), CRYAB (rs14133), GRIK2 (rs2227281), IL1B 

(rs16944), ITPR1 (rs17786144), NEDD8 (rs2144487), and NEDD9 (rs760678) genes 
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were determined by qualitative real time PCR using the TaqMan® PCR Assay (Applied 

Biosystems), which is based on fluorescent minor groove binding probes. 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 Sequence Detector System (Applied Biosystems) 

through allelic discrimination plot.  

 

Statistical analysis 

 

Allelic and genotypic frequencies were established by counting method. 

Genotype distribution was tested for Hardy–Weinberg equilibrium. Allelic and 

genotypic frequencies of each SNP from overall cohort of patients and controls were 

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

Generalized Linear Models (GLM) by Generalized Estimating Equations (GEE) was 

used to test if genotypes would partially explain AO variation and severity in the SCA3 

cohort. This model was chosen in order to keep family effects under control. 

Kolmogorov-Smirnov test was applied to verify whether AO and severity observed 

normal distribution. Since normal distribution was not seen for disease severity, this 

variable was evaluated by gamma distribution. The working correlation matrix under 

use was the exchangeable, assuming that correlation between individuals within a 
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family as the same. In order to detect which genotype was important in each locus, 

comparisons between genotypes and either the adjusted mean ages at onset and adjusted 

mean severities were performed, using Bonferroni corrections. The effect of genotypes 

in the studied loci was also tested through multiple linear regression. All statistical tests 

were controlled for the effect of CAG repeat length on AO. The effect of genotypes in 

volumes of infratentorial structures was tested through t test. Finally, the ANOVA with 

Tukey correction was used to measure possible combinations between genotypes and 

AO. All statistical analyses were performed by SPSS for Windows v.16. P values < 0.05 

were considered significant. 
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Results 

 

CAG repeat length on mutant alleles ranged from 68 to 91 (mean ± SD: 75.2 ± 3.6). AO 

ranged from 7 to 57 years (mean ± SD: 33.9 ± 11.1). No difference in AO (mean ± SD) 

was found between males (32.9 ± 10.4) and females (34.8 ± 11.6) (P=0.340). Repeat 

length (mean ± SD) was also similar in males (75.2 ± 3.7) and females (75.3 ± 3.5) 

(P=0.753). A significant inverse correlation was found between AO and repeat length 

(r=-0.76, r2 =0.58, P<0.001).  

 

The severity scores were determined in 100 patients from 60 families. Severity scores 

ranged from 0.48 to 8.00 (mean ± SD: 2.27 ± 1.47). No statistically significant 

difference in severity was found between males and females (P=0.459). A significant 

correlation was detected between severity and CAG repeat length (r=0.48, r2=0.23, 

P=0.001). 

 

All polymorphisms were in Hardy–Weinberg equilibrium at both SCA3 and control 

groups. Allelic and genotypic frequencies of polymorphisms in both groups are shown 

in Table 1. There was no statistical difference between SCA3 patients and controls 

regarding frequencies of alleles and genotypes.  

 

Association results for SNPs are shown in Table 2. A tendency was observed when 

rs2227281 (GRIK2) polymorphism was correlated to severity (P=0.095). This 

polymorphism showed a significant effect on cerebellum volume of SCA3 patients 
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(P=0.006, t test, Table 2). Volume mean was 10.92 for CC and 9.70 for CT+TT 

genotype (Fig 1A).  

 

The IL1B polymorphism (rs16944) showed a significant effect on AO of SCA3 patients 

(P=0.042, GEE). Mean AO was 32.85 years for GG and 37.96 years AA genotype 

(P=0.036, GEE after Bonferroni correction; Fig 1B). Linear regression analysis 

confirmed this association (Table 3). 

 

Significant association was observed between NEDD8 polymorphism (rs2144487) and 

pons volume (P=0.023, t test, Table 2). Volume mean was 0.96 for GG and 0.84 for 

AA+AG genotype (Fig 1C). 

 

Significant association was also observed between NEDD9 polymorphism (rs760678) 

and severity (P=0.003, GEE). Severity mean was 1.59 for CC and 2.68 for GG genotype 

(P=0.003, GEE after Bonferroni correction; Fig 1D). This result was also confirmed by 

linear regression analysis (Table 3). A tendency was observed when this polymorphism 

was associated to brainstem volume (P=0.068, Table 2). 

 

The effect of combined protective genotypes for AO was investigated by analysis of the 

GRIK2 (CC), IL1B (AA), NEDD8 (GG), and NEDD9 (CC) distribution. As shown in 

Table 4, combined genotypes for GRIK2 (CC) + NEDD8 (GG) (P=0.008) and IL1B 

(AA) + NEDD8 (GG) (P=0.055) are associated with increased AO when compared with 

any other genotype combination. 
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Discussion  

 

We present here evidences in favor of modulating effect by specific polymorphisms in 

GRIK2, IL1B, NEDD8, and NEDD9 genes on SCA3 phenotype. Moreover, we were 

able to show a synergistic effect between GRIK2 and NEDD8, and of IL1B and NEDD8 

genes. When protective genotypes were present in pairs, age of onset was even more 

delayed.  

 

Phenotypic variation on age at onset and neurological manifestations of SCA3 was early 

recognized (Sequeiros and Coutinho 1993; Schöls et al., 1997). Besides the striking 

effect of the (CAG)n expansion length on the age of onset, it is not sufficient to explain 

all the clinical variation in SCA3, as it happens with other polyglutamine diseases. 

Other genes as well as environmental and stochastic factors should be operating as 

disease modifiers. Analysis of candidate genes included few studies up to date. For 

instance, some modifying effects have been associated to other genes in an animal 

model (Bilen and Bonini, 2007). We have formerly described a small effect of the 

(CAG)n length at ATXN2 normal alleles on neurological phenotype of SCA3 patients 

(Jardim et al., 2003), as well as a lack of association between polymorphisms of CHIP 

gene and age at onset (França Jr et al., submitted). Among others, possible candidates 

are genes encoding products that interact with wild type or mutant ataxin-3, genes 

involved in protein folding, protein degradation or apoptosis, and genes that control 

transcriptional regulation. Identification and characterization of such modifiers is of 

critical importance, since their capacity to alter pathogenesis would make them potential 

therapeutic targets for this currently untreatable disorder.  
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We have now analyzed specific SNPs within candidate genes and demonstrated 

significant effect of the rs16944 polymorphism in the IL1B gene on the AO in a 

representative sample of 273 SCA3 patients. Interleukin 1 beta is a proinfammatory 

cytokine that is related to several chronic inflammatory diseases, including rheumatoid 

arthritis, inflammatory bowel disease, and type 1 diabetes. IL1B was demonstrated to be 

express in brain of patients with Alzheimer's disease (AD) and Parkinson's disease (PD) 

(Blum-Degen et al., 1995). This cytokine can exert both neurotoxic and neuroprotective 

effects in the brain. The polymorphism studied here is located within the promoter 

region at position -511 and was previously shown to be associated with several 

neurological diseases, including AD (Grimaldi et al., 2000), PD (Nishimura et al., 

2000), temporal lobe epilepsy (Kanemoto et al., 2000), and SCA6 (Nishimura et al., 

2000). As established previously, G allele carriers are regarded as low IL1B producers, 

whereas A allele carriers are considered to produce high amounts of IL1B (El-Omar et 

al., 2000). In our study, homozygous individuals for G allele (low IL1B secretors) 

showed earlier disease onset when compared to homozygous individuals for A allele. 

Thus, results presented here suggest a protective role of IL1B on SCA3 phenotype.  

 

However, IL1B effects are not always straightforward. The frequency of high secretor 

allele of IL1B gene polymorphism is increased in AD patients, pointing to a deleterious 

role of this protein (Grimaldi et al., 2000; Nicoll et al., 2000). Results suggest that IL1B 

may enhance inflammatory responses in brain of AD patients (Buxbaum et al., 1992; 

Sheng et al., 1998). These results are opposite to those seen in PD, in SCA6 (Nishimura 

et al., 2000; Nishimura et al., 2001) and now in SCA3, where a low IL1B secretor status 
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is associated with a significantly earlier disease onset. Therefore, IL1B exerts multiple 

effects in a more complex scenario. One may speculate if IL1B would act, in PD, SCA6 

and SCA3, as a pluripotential growth-promoting factor, similar to what have been 

described in animal models of PD, where IL1B induces dopaminergic axonal prouting 

in the denervated striatum of (Wang et al., 1994). The protective role of IL1B at least in 

SCA3 patients should also be put in perspective with former studies that have shown 

that some pro-inflammatory genes are actually upregulated, both in cells expressing 

expanded ataxin3 and in human pons tissue (Evert et al., 2001; Evert et al., 2003). 

 

We have also demonstrated a significant effect of rs760678 polymorphism in the 

NEDD9 gene on disease severity in 100 SCA3 patients. As a member of the Cas family 

of adhesion proteins, NEDD9 is involved in the formation of neurite-like membrane 

extensions and neurite outgrowth (Sasaki et al., 2005; Bargon et al., 2005). SNP 

rs760678 is located on a region containing clusters of TATA- and GATA-binding 

motifs within NEDD9 gene. GATA-binding proteins play an important role in 

regulating neuron-specific gene expression, and rs760678 is within the region that 

surrounds the core consensus sequence to which transcription factor binding extends 

(Lawson et al., 1996). We have shown that homozygous for allele C shows a protective 

function, reducing SCA3 severity. 

 

NEDD9 gene polymorphism rs760678 was previously shown to be associated with 

susceptibility to late-onset cases in AD and in PD (Li et al., 2008). In those patients, the 

risk allele was the C. Differential expression of NEDD9 transcripts may indirectly affect 

the number of neuronal cells/synapses in the brain such that risk genotype carriers have 

a significantly smaller reservoir of cells/synapses to withstand the gradual loss of 
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neurons caused by other factors. Alternatively, the presumed differential effect may be 

critical in influencing neuronal regeneration under stressful conditions. For example, 

expression of NEDD9 is up-regulated in human stem cells exposed to hypoxia (Martin-

Rendon et al., 2006) and after transient global ischemia in a rat model (Sasaki et al., 

2005). We speculate that, whatever the mechanisms involved with NEDD9 transcripts, 

they should be complex and should vary according to brain topography, explaining the 

contradictory results found in AD, PD, and SCA3.  

 

Homozygosis for allele C in GRIK2 gene, coding for the ionotropic glutamate receptor 

subunit 6 (GluR6), was associated with larger cerebellum volumes, whereas 

homozygosis for allele G in NEDD8 gene was related to larger pons volumes, in our 

SCA3 patients. Brainstem volumes were reduced in the present patients, but detailed 

results will be presented elsewhere. 

 

GRIK2 is abundantly expressed in the caudate nucleus, cortex, hippocampus and 

cerebellum in human. Glutamate is the main excitatory neurotransmitter in the central 

nervous system of mammals and plays an important role in neural development and 

plasticity, as well as in processes of neurodegeneration and excitotoxicity (Nakanishi, 

1992). Glutamate mediates many vital processes such as the development of nerve cells, 

including proliferation and migration (McDonald et al., 1990), the modulation 

mechanisms of learning and memory (Izquierdo and Medina, 1997), and aging (Segovia 

et al., 2001). Downregulated expression of GRIK2 gene was observed in ataxin-3-Q79 

mice, suggesting that an impairment of glutamatergic transmission is involved in ataxin-

3-Q79-induced cerebellar malfunction (Chou et al., 2008). Since the function of GRIK2 

is regulated by RNA editing (Paschen et al., 1994), it is possible that the intronic SNP 
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rs2227281 might influence this processing. The Ca++ permeability is influenced 

considerably by RNA editing (Burnashev et al., 1992). Variation in function or 

expression of glutamate receptor subunits could modulate neural development and 

affect the cerebellar atrophy. Shuang et al. (2004) studied parental transmission of 

alleles of this marker in trios with autistic probands, considered a hypoglutamatergic 

disorder, and showed preferential transmission of T allele. Results presented here 

suggest a protective role of CC genotype on SCA3 phenotype, possibly upregulating 

expression of GRIK2 gene and improving the glutamatergic transmission involved in 

ataxin-3-induced cerebellar malfunction. However, the excessive activation of 

glutamate receptors brain during episodes of stress such as ischemia, head trauma and 

epileptic seizures, leads to death of neurons. Such 'excitotoxicity' due to glutamate has 

long been postulated to be involved in Huntington’s disease pathogenesis (Coyle et al., 

1983; Brustovetsky et al., 2004). Others polymorphisms in GRIK2 gene have been 

associated with AO in Huntington’s disease (Andresen et al., 2007). 

 

NEDD8 protein is conjugated to target proteins similar to ubiquitin (Lowe et al., 2001). 

NEDD8 is present in glial and neuronal inclusions ubiquitin reactive in several 

neurodegenerative diseases, including SCA3, suggesting an active role in the formation 

of inclusions in the brain (Mori et al., 2005). Ataxin-3 is able to establish a direct 

interaction with NEDD8 in vitro and in vivo (Ferro et al., 2007). The rs2144487 

polymorphism is located in intron 1 of the NEDD8 gene. Since the first intron of many 

genes contains regulatory sequences important for gene expression (De Jaco et al., 

2005; Lee et al., 2005), this polymorphism could be involved in the SCA3 pathogenesis 

by mechanisms that could involve differential expression of the NEDD8 protein. We 

have shown that pons volume was significantly higher in SCA3 patients homozygous 
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for allele G, suggesting a protective role of GG genotype. Since NEDD8 is essential for 

cell viability (Tateishi et al., 2001) variation in function or expression of NEDD8 could 

affect the pons atrophy.  

 

We have shown a synergistic effect between the protective genotypes of GRIK2 (CC) 

and NEDD8 (GG), and of IL1B (AA) and NEDD9 (CC) on the age of onset of SCA3 

patients (Table 4). These results increased the strength of our evidences, and may be put 

in perspective with what is known about pathophysiology of polyQ diseases. Several 

lines of evidence showed that mutant polyQ proteins interact aberrantly with various 

cellular proteins, including both normal partners and novel interactors (Rubinsztein, 

2006; Lim et al., 2006). The diversity of the proposed pathways suggests a 

multidimentional network in the pathogenesis of SCA3 and other polyQ diseases. 

Protein folding and degradation, apoptosis, transcriptional deregulation, mitochondrial 

dysfunction and inhibition of axonal transport may be all operating (Soong and Paulson, 

2007; Katsuno et al., 2008; Lessing and Bonini 2008). If the examined polymorphisms 

we presented here are actually interacting with ataxin-3, they should be seen as parts of 

a complex scenario where one could also interact with the other.   

 

We have examined polymorphisms in genes that could interact with ataxin-3. These 

polymorphisms were chosen due to previous studies that demonstrated modifying 

effects, either in other neurodegenerative diseases, or in animal model for SCA3. In 

spite of their plausibility, no association was found between the phenotypic 

characteristics under study, and the remaining SNPs-associated genes. BAX protein is a 

pro-apoptotic member of Bcl-2 family. Polyglutamine-expanded ataxin-3-Q79 may 

activate mitochondrial apoptotic pathway and induce neuronal death by upregulating 
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BAX expression (Chou et al., 2006). CRYAB is a small heat shock protein accumulated 

in inclusion bodies in Alexander’s, Alzheimer's and Parkinson's disease, and may be 

regarded as a potent suppressor of neurodegeneration (Muchowski et al., 2005; Arrigo 

et al., 2007). ITPR1 plays an important role in neuronal Ca+2 signaling (Berridge, 1998). 

It was recently demonstrated by biochemical experiments that mutant ataxin-3, but not 

the normal ataxin-3, associates specifically with ITPR1 (Chen et al., 2008).  

 

The exact mechanism by which the mutation in the ATXN3 gene causes SCA3 remains 

to be established and will certainly be complex and multidimentional. In either case, we 

have shown that GRIK2, IL1B, NEDD8, and NEDD9 play some role in the disease 

process, probably through a protective role for neuronal cells, and possibly through a 

survival promoting effect. Data presented here generated relevant evidences to the fact 

that changes in additional cell pathways may contribute to the inherited variability of 

the SCA3 phenotype in addition to CAG repeat length.  
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Figure 1. Correlation of genotypes and clinical features of SCA3 patients. Mean is 

represented as a black bar and range is indicated by the margins. A) GRIK2 (rs2227281) 

genotypes and cerebellum volume for SCA3 patients (n=30). B) IL1B (rs16944) 

genotypes and AO for SCA3 patients (n=273). C) NEDD8 (rs2144487) genotypes and 

cerebellum volume for SCA3 patients (n=30). D) NEDD9 (rs760678) genotypes and 

severity for SCA3 patients (n=100).  
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Table 1. Allelic and genotypic distribution. 

Allele/genotype 

SCA3 patients 

n=273 

Normal individuals 

n=100 χ2 P value 

BAX rs1805419     

A 175 (0.32) 66 (0.33)   

G 371 (0.68) 134 (0.67) 0.000 1.000 

AA 24 (0.09) 9 (0.09)   

AG 127 (0.46) 48 (0.48)   

GG 122 (0.45) 43 (0.43) 0.085 0.958 

CRYAB rs14133     

C 128 (0.23) 60 (0.30)   

G 418 (0.77) 140 (0.70) 3.000 0.083 

CC 18 (0.06) 7 (0.07)   

CG 92 (0.34) 46 (0.46)   

GG 163 (0.60) 47 (0.47) 5.110 0.078 

GRIK2 rs2227281     

C 334 (0.62) 135 (0.67)   

T 212 (0.38) 65 (0.33) 2.247 0.134 

CC 101 (0.37) 46 (0.46)   

CT 132 (0.48) 43 (0.43)   

TT 39 (0.15) 11 (0.11) 2.536 0.283 

IL1B rs16944     

G 344 (0.63) 115 (0.57)   

A 202 (0.37) 85 (0.43) 1.648 0.199 

GG 104 (0.38) 33 (0.33)   

GA 136 (0.50) 49 (0.49)   

AA 33 (0.12) 18 (0.18) 2.398 0.301 

ITPR1 rs17786144     
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C 69 (0.13) 20 (0.1)   

T 477 (0.87) 180 (0.9) 0.197 0.658 

CC 8 (0.03) 2 (0.02)   

CT 53 (0.19) 16 (0.16)   

TT 212 (0.78) 82 (0.82) 0.873 0.646 

NEDD8 rs2144487     

C 190 (0.35) 70 (0.35)   

T 356 (0.65) 130 (0.65) 0.000 1.000 

CC 38 (0.14) 18 (0.18)   

CT 114 (0.42) 34 (0.34)   

TT 121 (0.44) 48 (0.48) 2.140 0.343 

NEDD9 rs760678     

C 178 (0.33) 66 (0.33)   

G 368 (0.67) 134 (0.67) 0.000 0.988 

CC 32 (0.12) 13 (0.13)   

CG 114 (0.42) 40 (0.40)   

GG 127 (0.46) 47 (0.47) 0.158 0.924 

Frequencies are shown within parentheses. Pearson chi-square test was used to compare SCA3 patients with 

controls for distributions of alleles and genotypes. Chi-square with Yates's correction was used for 2 x 2 table.  
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Table 3. Linear regression analysis of IL1B and NEDD9 on AO and severity of SCA3 patients 

Model 

Phenotype  

AO  

R
2
 ∆R² 

% Additional 

explained variance P value 

SCA3 CAG 0.578   <0.001* 

SCA3 CAG + IL1B rs16944 AA 0.588 0.01 2.4 0.025* 

Model 

Severity  

R
2 ∆R² 

% Additional 

explained variance P value 

SCA3 CAG 0.233   <0.001* 

SCA3 CAG + NEDD9 rs760678 GG 0.293 0.06 7.8 0.026* 

* P values refer to R2. R² illustrates the relative improvement of the regression model when genotypes are considered in 

addition to the CAG repeats, ∆R² values quantify these differences.  
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Table 4. Effect of combined GRIK2, IL1B, NEDD8, and NEDD9 protective genotypes on 

AO of SCA3 patients 

GRIK2 

(CC) 

IL1B 

(AA) 

NEDD8 

(GG) 

NEDD9 

(CC) 
n Mean 

95% Confidence 

Interval P value 

Lower Upper 

- - + + 9 36.11 24.89 47.33 1.000 

+ + - - 9 38.44 31.36 45.53 0.715 

+ - + - 34 38.62 35.46 41.77 0.008* 

+ - - + 8 39.13 28.99 49.26 0.918 

- + + - 13 40.38 35.46 45.31 0.055* 

Any other combination 200 32.20 30.66 33.74  

* The difference is statistically significant compared with any other combination. There was no IL1B (AA) + 

NEDD9 (CC) in the sample. 
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Figure 1. 
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3.3. ARTIGO 3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAG repeat length in the normal MJD1 allele but not CHIP polymorphisms modulate 

age at onset in patients with Machado-Joseph disease. 
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Abstract 

 

Experimental evidence indicates that the normal ATXN3 allele and the C-terminal heat 

shock protein 70 (Hsp70)-interacting protein (CHIP) may be genetic modifiers of age at 

onset (AO) in Machado-Joseph disease (MJD). To investigate this, we determined the 

length of normal and expanded CAG repeats at the ATXN3 gene in 210 unrelated patients 

with MJD. In addition, we genotyped 5 single nucleotide polymorphisms (SNPs) within 

the CHIP gene. AO was associated with length of the expanded allele CAG (r2 = 0.592, 

p<0.001). Frequencies of the normal CAG repeats at the ATXN3 gene and of CHIP 

polymorphisms were not significantly different in groups with highly discordant ages at 

onset after correction for expanded (CAG) repeat. However, addition of the normal allele 

improved the model fit (r2 = 0.604, p=0.014). Therefore, we conclude that, the normal 

CAG repeat at the ATXN3 gene has a small but significant influence in AO of MJD.  

 

Keywords: SCA3; PolyQ; CHIP; age at onset 
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Introduction 

 

 Machado-Joseph disease (MJD) is the most common autosomal dominant 

spinocerebellar ataxia (SCA) worldwide (Schols et al, 2004). It is caused by an unstable 

trinucleotide (CAG) repeat expansion in exon 10 of the ATXN3 gene, which leads to an 

elongated polyglutamine (PolyQ) tract in the encoded protein, ataxin-3 (ATXN3) 

(Kawaguchi et al, 1994). MJD belongs to a group of neurodegenerative disorders (PolyQ 

diseases) caused by these unstable mutations, such as SCAs 1, 2, 6, 7 and Huntington 

disease (HD) (Everett and Wood, 2004). These disorders usually begin in early adulthood 

and slowly progress over years, but there is significant phenotypic variability (Schols et al, 

2004; Everett and Wood, 2004).  

 Length of the expanded allele in polyQ disorders is tightly associated to age at 

onset (AO) of symptoms. In MJD, previous data indicate that the ATXN3 expansion 

explains 50 to 80% of AO variance (van de Warrenburg et al, 2005; Maciel et al, 1995; 

Dürr et al, 1996). Additional environmental and/or genetic factors must exist that account 

for the remaining variability. In other polyQ disorders, some modifier loci and genes have 

been already identified (Rubinsztein et al, 1997; Metzger et al, 2008; Hayes et al, 2000; 

Pulst et al, 2005). This motivated us to investigate two possible genetic modifiers of AO in 

a large sample of unrelated Brazilian patients with MJD, C-terminal heat shock protein 70 

(Hsp70)-interacting protein (CHIP) and the normal ATXN3 allele. 

 CHIP is an ubiquitin ligase shown to suppress polyglutamine aggregation in polyQ 

disorders (Miller et al, 2005; Al-Ramahi et al, 2006). In cellular and animal MJD models, 

CHIP underexpression aggravates disease phenotype (Miller et al, 2005; Williams et al, 

2009). Regarding the potential influence of normal ATXN3, there are conflicting results 
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about its role as an independent modifier of AO in MJD (Dürr et al, 1996; van de 

Warrenburg et al, 2002). Recent evidence, however, suggests that it interacts with its 

mutant counterpart, and this might be relevant in the pathogenic cascade of 

neurodegeneration (Jia et al, 2008). 
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Methods 

 

Subject selection 

 

 Two-hundred and ten patients from unrelated families and with molecular 

confirmation of MJD were included in the study. They were recruited from three 

Neurogenetic centers in southern Brazil: University of Campinas (UNICAMP), University 

of Sao Paulo at Ribeirao Preto (USP-RP) and Federal University of Rio Grande do Sul 

(UFRGS). This study was approved by our institution Ethics Committee and a written 

informed consent was obtained from all participants. 

 Age at onset (AO) was defined as the age at which the first symptoms of ataxia 

began. This was estimated according to the reports of patients and close relatives. 

Individuals with autosomal dominant SCA but no molecular confirmation of MJD and 

those without available data about AO were excluded from the study.  

 

Molecular studies 

 

 Normal and expanded ATXN3 alleles 

 

 Genomic DNA (gDNA) was extracted from lymphocytes in peripheral blood 

following standard techniques (Sambrook et al, 1989). We performed polymerase chain 

reaction (PCR) to determine the length of the normal and expanded alleles at exon 10 of 

ATXN3. Final volume for each assay was 10 µl: 50ng of gDNA; 125µM of each dNTP 
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(dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 2.5 pmol of each primer; Tris-HCl 20mM; MgCl2 1.75mM; 

KCl 50mM; e 1.5 units of Taq DNA polymerase. PCR products were resolved using 

capillary electrophoresis on MegaBACETM 1000 96-capillary sequencers (GE Healthcare, 

Buckinghamshine, UK) or ABI3130xl (Applied Biosystems, Foester City, CA) and length 

of (CAG) repeats determined by comparison with standard makers.   

 

 CHIP polymorphisms 

 

  We selected five single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the CHIP gene, 

rs12599315, rs11558085, rs11861355, rs6597 and rs3204090, to genotype in our cohort of 

patients with MJD. These polymorphisms were chosen through SNP tagging by 

HAPLOVIEW software (Barrett et al, 2005), based on the four populations evaluated in 

the HapMap Project (The International HapMap Consortium, 2005). We used 

HAPLOVIEW to estimate minor allele frequency (MAF) and Hardy-Weinberg 

Equilibrium (HWE) for these SNPs. We used Real-Time PCR (Applied biosystems, Foster 

City, CA) to genotype these SNPs, and each reaction was performed in a final volume of 7 

µl: 1µl of DNA; 3.5µl of TaqMan; 0.175 µl of SNP genotyping assay; and 2.325µl of 

miliQ water. 

 

Statistical analysis 

 

We first examined the association of AO and length of the expanded (CAG) using a 

linear regression model. This allowed us to determine the residual AO corrected for 

expanded (CAG) for each patient. We selected two groups of patients from the curve of 
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residual AO, those with extremely early and late onset. These were defined as patients who 

had residual AO at least one standard deviation earlier and later than mean AO, 

respectively. We then compared the distribution of genotypes and alleles for the normal 

ATXN3 allele and for CHIP polymorphisms in the two groups using Mann-Whitney U test. 

Subsequently, we examined whether the addition of the genotypes for each candidate gene 

as independent variables improved the AO vs expanded (CAG) model in a stepwise 

regression analysis. Statistical analysis was performed on SYSTAT 10.2. P values < 0.05 

were considered significant.  
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Results 

 

 Mean age of onset in the cohort was 35.7 (range 7 – 64, SD = 11.3) years. Mean 

length of expanded and normal (CAG) repeats were 72 (ranging from 63 to 87, SD = 3.6) 

and 21 (range 13 - 37, SD = 5.3), respectively. There was a significant negative correlation 

of AO and the (CAG) repeat expansion (Pearson r2 = 0.573, p<0.001 – Table 1). 

Logarithmic transformation of AO led to a slightly better fit (log[r2] = 0.596, p<0.001), so 

that log-transformed AO was used in all further comparative analyses (Figure 1). 

 SNP average genotype call rate was 100% and average genotyping success rate of 

sample subjects was 100%. Three CHIP SNPs presented MAF <0.05, and one was not 

under Hardy-Weinberg equilibrium (p < 0.001); therefore these four SNPs were excluded 

from further analysis (Table 2).  

 According to residual AO corrected for expanded (CAG) repeat, there were 34 and 

33 patients in the extremely early and late onset groups, respectively. Mean AO was 

significantly different in both groups (26.4 ± 8.4 vs 48.7 ± 6.3, Mann-Whitney p<0.001), 

but not length of (CAG) repeat expansion (72 ± 3.7 vs 71 ± 3.0, Mann-Whitney p = 0.350). 

Allele and genotype frequencies for rs6597 were not different between the two groups 

(Mann-Whitney p=0.392 and 0.435, respectively. Figure 2A). The distribution of normal 

ATXN3 (CAG) repeat alleles was also similar in both groups (Mann-Whitney p=0.217, 

Figure 2B).  

 The inclusion of the normal ATXN3 allele as an independent variable in the log-

transformed AO vs expanded (CAG) model resulted in a small but significant 

improvement of the association (r2 = 0.601, p=0.034– Table 3). In this combined model, 
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patients with identical lengths of the (CAG) expansion at the mutant allele but different at 

the normal allele would have predicted AO separated for up to 7 years (Table 4).   By 

contrast, addition of rs6597 genotypes as independent variables in the previous model did 

not yield a better fit – Table 3.   
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Discussion 

 

 Our results confirm the close association of AO and length of ATXN3 (CAG) 

expansion in MJD, which is particularly evident among patients with large expansions. In 

this cohort, we found a correlation coefficient between AO and (CAG) expansion (r2 

=0.59) slightly higher than that reported in previous European and North American studies 

(van de Warrenburg et al, 2005; Maciel et al, 1995; Dürr et al, 1996). Such discrepancy is 

possibly due to the greater number of individuals with large expansions in the present 

study. However, much of the AO variance cannot be explained by the (CAG) repeat 

expansion in the ATXN3 gene, so that other intervening factors, either environmental or 

genetic, must also contribute. In other polyQ disorders such as HD and SCA2, some 

genetic modifiers have been already found, with individual contributions that account for 1 

to 13% of unexplained AO variability (Rubinsztein et al, 1997; Metzger et al, 2008; Hayes 

et al, 2000; Pulst et al, 2005). Although DeStefano et al. reported in 1996 that a familial 

factor independent of (CAG) repeat expansion influences AO in MJD, no such genetic 

modifier for MJD has been identified yet (DeStefano et al, 1996). One possible reason is 

that large cohorts are needed to detect small modulating effects in MJD. These limitations 

underscore the importance of multicenter initiatives, such as the present one that includes 3 

Brazilian clinical centers.  

 The initial candidate gene to be evaluated was the normal ATXN3 allele. We failed 

to find significant difference of allele and genotype frequencies for normal ATXN3 

between patients with extremely late and early onset. This was possibly due to the small 

sample in either group. However, regression analyses confirmed that the normal allele 

indeed had a small but significant modulating effect on AO. The contribution was actually 
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smaller than 1%, but, it was clinically relevant. This can be fully appreciated by examining 

the data presented on Table 4, in which one can see that patients matched for (CAG) length 

at the mutant allele would have clearly different predicted AO depending on the normal 

alleles they inhereited. Durr et al., using a different approach, reported similar results in a 

cohort of French patients (Dürr et al, 1996). There is also some evidence that the normal 

allele modifies AO in other polyQ disorders, such as SCA2 and SCA7 (van de Warrenburg 

et al, 2005). The normal HTT allele was also recently shown to interact with the expanded 

allele to determine AO in patients with HD (Aziz et al, 2009).  In contrast, authors of a 

survey in the Netherlands did not replicate these findings (van de Warrenburg et al, 2002). 

That study, however, may have been underpowered to detect such small modifier effects 

(around 1%).      

 The association of AO and the normal ATXN3 (CAG) repeat allele suggests that 

this allele might play a modulatory role in disease pathogenesis. Although speculative, this 

possibility is supported by some experimental and pathologic data. Normal ATXN3 is 

found in the intraneuronal inclusions characteristic of MJD (Rüb et al, 2008). Furthermore, 

cell models have shown that normal ATXN3 interacts with its mutant counterpart in a 

polyQ length-dependent manner and the rate of co-aggregate formation (normal + mutant 

ATXN3) is proportional to the polyglutamine stretch in either the normal or expanded 

allele (Slepko et al, 2006). In this scenario, normal ATXN3 with longer polyQ chains 

could associate more efficiently with mutant ATXN3. Such an effect would sequestrate 

higher amounts of the mutant protein into the inclusion bodies and avoid its aberrant 

interactions with other proteins, thus slowing the neurodegenerative cascade. Indeed, this 

pathogenetic model would account for our finding that the association of (CAG) expansion 

at the normal allele and AO is negative.  



 
 

105 

 CHIP is a small protein that acts as an ubiquitin ligase and a co-chaperone in 

neurons (Miller et al, 2005; Al-Ramahi et al, 2006). It thus links two important 

mechanisms involved in the protein quality control, the ubiquitin proteasome system and 

the molecular chaperones; these mechanisms have been increasingly implicated in the 

pathogenesis of polyQ diseases (Orr and Zoghbi, 2007). Evidence from cellular and animal 

models of MJD indicates that reduction or elimination of CHIP aggravates disease course 

and neuropathological abnormalities (Miller et al, 2005; Williams et al, 2009). Similar 

observations have been published in other polyQ disorders, such as SCA1 and Kennedy 

disease (Al-Ramahi et al, 2006; Adachi et al, 2007). In face of these results, CHIP was the 

second candidate gene to be evaluated. Three out of the five SNPs selected for genotyping 

in CHIP (rs11558085, rs11861355 and rs3204090) were not polymorphic among the 

patients with MJD studied. Another SNP rs12599315 was not under HWE. The remaining 

SNP rs6597 did not influence AO in our MJD cohort. This result apparently contrasts with 

experimental data. A possible explanation is that CHIP plays an important role in steps of 

MJD pathogenesis occurring after disease onset. Mounting evidence indicates that factors 

driving the onset of disease and its rate of progression are not necessarily the same in 

polyQ diseases. Consistent with this, the length of the expanded (CAG) repeat at ATXN3, 

which is the main determinant of AO in patients with MJD, was not associated with 

progression of ataxia (measured by the international cooperative ataxia rating scale scores) 

in a recent prospective study (França Jr et al, 2009). An alternative explanation is that this 

cohort may just not have sufficient and functionally significant variation in CHIP to be 

detectable by genetic analysis. 

 Our results indicate that the normal ATXN3 (CAG) repeat allele has a small, but 

significant contribution to AO of patients with MJD. In contrast, we were unable to show 
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an association of CHIP polymorphisms with AO. Further research will be useful to 

determine whether these findings also hold in individuals with different ethnic 

backgrounds and to identify other modifier genes.  
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Legends (Figures) 

 

1. Scatterplot of age at onset vs length of expanded (CAG) repeat at ATXN3.  

 

2. Distribution of normal ATXN3 (CAG) repeat alleles in the extremely early (black 

column) and late (dashed column) onset groups (A). Distribution of genotypes for 

the SNP rs6597 within the CHIP gene in the extremely early (black column) and 

late (dashed column) onset groups (B). 
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Figure 1. 
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Figure 2. 
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Table 1. Predicted ages at onset for each expanded (CAG) length at the mutant allele in 

MJD. 

 

Expanded CAG AO 95% CI 
60 88 79 - 98 
61 81 73 - 90 
62 76 69 - 83 
63 70 64 - 76 
64 65 60 - 70 
65 60 56 - 65 
66 56 52 - 59 
67 52 49 - 55 
68 48 46 - 50 
69 44 42 - 46 
70 41 40 - 43 
71 38 37 - 39 
72 35 34 - 36 
73 33 32 - 34 
74 30 29 - 31 
75 28 27 - 29 
76 26 25 - 27 
77 24 23 - 25 
78 22 21 - 24 
79 21 19 - 22 
80 19 18 - 21 
81 18 16 - 19 
82 17 15 - 18 
83 15 14 - 17 
84 14 13 - 16 
85 13 12 - 15 
86 12 11 - 14 
87 11 10 - 13 
88 10 9 - 12 
89 10 8 - 11 
90 9 8 - 10 
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Table 2. SNPs from CHIP gene evaluated in this cohort. 
 
SNP Position Ch16 (bases) MAF HWE p-value 

rs12599315 729831 0.281 <0.001* 

rs11558085 730620 <0.05* <0.001* 

rs11861355 731517 <0.05* <0.001* 

rs6597 731725 0.136 0.345 

rs3204090 732465 <0.05* <0.001* 

* These SNPs were removed from further analyses due to MAF and/or HWE status. 
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Table 3.  Multiple linear regression analyses of possible candidate genetic modifiers of 

log-transformed age at onset in Machado-Joseph disease.   

Model r2 
∆∆∆∆r2 pvalue 

MJD (CAG) exp 0.596 - <0.001 

MJD (CAG) exp + normal (CAG) 0.601 0.05 0.034 

MJD (CAG) exp + CHIP rs6597 genotype 0.594 0.0 0.452 
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Table 4. Predicted ages at onset for each normal (CAG10-40) and expanded (CAG60-90) 

repeat lengths in MJD. 

 

Expanded 
CAG 

Normal CAG 

10 15 20 25 30 35 40 

60 85 (75-97) 86 (77-97) 88 (78-98) 89 (79-100) 90 (80-102) 92 (80-105) 93 (80-109) 
61 79 (70-89) 80 (72-89) 81 (73-90) 82 (74-92) 84 (75-94) 85 (74-97) 86 (74-100) 
62 73 (65-82) 74 (67-82) 75 (68-83) 76 (69-84) 77 (70-86) 79 (69-89) 80 (69-92) 
63 68 (60-76) 69 (62-76) 70 (64-76) 71 (65-77) 72 (65-79) 73 (65-82) 74 (64-85) 
64 63 (56-70) 64 (58-70) 65 (60-70) 66 (60-71) 67 (61-73) 68 (60-76) 69 (60-78) 
65 58 (53-64) 59 (54-64) 60 (56-64) 61 (56-65) 62 (57-67) 63 (56-70) 64 (56-72) 
66 54 (49-59) 55 (51-59) 55 (52-59) 56 (53-60) 57 (53-62) 58 (52-64) 59 (52-67) 
67 50 (46-55) 51 (47-54) 51 (48-54) 52 (49-55) 53 (49-57) 54 (49-59) 55 (48-62) 
68 46 (42-50) 47 (44-50) 48 (45-50) 48 (46-51) 49 (46-53) 50 (45-55) 51 (45-57) 
69 43 (39-46) 43 (41-46) 44 (42-46) 45 (43-47) 45 (43-48) 46 (42-50) 47 (42-53) 
70 40 (37-43) 40 (38-43) 41 (39-43) 41 (40-43) 42 (40-45) 43 (39-47) 43 (39-49) 
71 37 (34-40) 37 (35-39) 38 (37-39) 38 (37-40) 39 (37-41) 40 (36-43) 40 (36-45) 
72 34 (32-37) 35 (33-36) 35 (34-36) 36 (34-37) 36 (34-38) 37 (34-40) 37 (33-42) 
73 32 (29-34) 32 (30-34) 33 (31-34) 33 (32-34) 34 (32-35) 34 (31-37) 35 (31-39) 
74 29 (27-32) 30 (28-31) 30 (29-31) 31 (29-32) 31 (29-33) 32 (29-34) 32 (29-36) 
75 27 (25-29) 28 (26-29) 28 (27-29) 28 (27-30) 29 (27-31) 29 (27-32) 30 (27-33) 
76 25 (23-27) 25 (24-27) 26 (25-27) 26 (25-27) 27 (25-28) 27 (25-30) 27 (25-31) 
77 23 (21-25) 24 (22-25) 24 (23-25) 24 (23-26) 25 (23-26) 25 (23-27) 25 (23-29) 
78 22 (20-24) 22 (20-23) 22 (21-24) 23 (21-24) 23 (21-25) 23 (21-26) 24 (21-27) 
79 20 (18-22) 20 (19-22) 21 (19-22) 21 (20-22) 21 (20-23) 22 (20-24) 22 (19-25) 
80 19 (17-20) 19 (17-20) 19 (18-20) 19 (18-21) 20 (18-21) 20 (18-22) 20 (18-23) 
81 17 (15-19) 17 (16-19) 18 (16-19) 18 (17-19) 18 (17-20) 18 (17-21) 19 (17-21) 
82 16 (14-18) 16 (15-18) 16 (15-18) 17 (15-18) 17 (15-19) 17 (15-19) 17 (15-20) 
83 15 (13-17) 15 (13-17) 15 (14-17) 15 (14-17) 16 (14-17) 16 (14-18) 16 (14-19) 
84 14 (12-15) 14 (12-15) 14 (13-16) 14 (13-16) 14 (13-16) 15 (13-17) 15 (13-17) 
85 13 (11-14) 13 (11-14) 13 (12-15) 13 (12-15) 13 (12-15) 14 (12-16) 14 (12-16) 
86 12 (10-13) 12 (10-14) 12 (11-14) 12 (11-14) 12 (11-14) 13 (11-15) 13 (11-15) 
87 11 (9-13) 11 (10-13) 11 (10-13) 11 (10-13) 12 (10-13) 12 (10-14) 12 (10-14) 
88 10 (9-12) 10 (9-12) 10 (9-12) 11 (9-12) 11 (9-12) 11 (9-13) 11 (9-13) 
89 9 (8-11) 9 (8-11) 10 (8-11) 10 (8-11) 10 (9-11) 10 (9-12) 10 (9-12) 
90 9 (7-10) 9 (7-10) 9 (8-10) 9 (8-11) 9 (8-11) 9 (8-11) 9 (8-11) 
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4. DISCUSSÃO  

 

 

Este estudo enfatiza três aspectos principais: o efeito da metilação no promotor do 

gene ATXN3, o efeito de polimorfismos em genes candidatos a modificadores da idade de 

início, da gravidade e de volumes cerebrais relacionados à atrofia na SCA3 e o efeito do 

alelo normal ATXN3 na idade de início. 

Os trabalhos realizados até agora sugerem que as expansões de repetições causam 

doenças neurodegenerativas por um dos três mecanismos: toxicidade da poliglutamina, 

alteração da função protéica normal ou alteração da expressão gênica.  

O presente estudo buscou evidências de que o estado de metilação do gene 

ATXN3 estaria relacionado ao fenótipo SCA3. O impacto da metilação do DNA na 

atividade do promotor ATXN3 é desconhecido até o momento. A metilação de novo do 

DNA pode ser parte de um sistema de defesa celular contra os efeitos tóxicos da 

poliglutamina expandida, especificamente através da redução da expressão da proteína 

mutante. Consequentemente, a diminuição dos níveis da ataxina-3 mutante pode resultar 

em um fenótipo mais brando da doença, o que é consistente com os nossos resultados. No 

presente estudo não houve diferença no padrão de metilação entre pacientes e controles. 

Este resultado está de acordo com o esperado, já que níveis de mRNA de ATXN3 e de 

ataxina-3 são semelhantes entre pacientes e controles (Nishiyama et al, 1996; Zijlstra et al, 

2010). 

O uso da técnica MS-MLPA permitiu a quantificação dos níveis de metilação de 

seis sítios CpG localizados no promotor ATXN3. O método molecular empregado apresenta 

várias vantagens sobre as análises tradicionais de sequenciamento após o tratamento com 

bissulfito. MS-MLPA requer uma quantidade de 20-200 ng de DNA da amostra; devido ao 

seu procedimento simples, grande número de amostras pode ser analisado 

simultaneamente; a fragmentação do DNA não é um problema, uma vez que as sondas 

requerem apenas 50-60 pb para hibridação e ligação. Neste estudo, nós definimos a 

quantidade de DNA em 100 ng para reduzir a variação inter-amostral. Por outro lado, não 
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foi possível realizar uma análise completa de todos os CpGs na região promotora.  Apenas 

os CpGs que bloqueiam ou permitem a digestão por endonucleases sensíveis a metilação 

podem de ser analisadas por MS-MLPA. Outra limitação desta técnica é que as sequências 

de hibridização das sondas devem ser únicas, específicas para a região que contém o CpG a 

ser analisado. No entanto, um ensaio bem projetado e uma vez estabelecido, torna-se muito 

simples de usar e proporciona excelentes resultados. Estamos conscientes de que análises 

complementares de outros sítios CpGs nesta primeira ilha seriam relevantes para fornecer 

informações adicionais para este estudo. Esta limitação foi imposta pelo protocolo MS-

MLPA, como mencionado acima. 

Concluimos que um controle epigenético do promotor ATXN3 pode contribuir 

parcialmente para a variação da idade de início em pacientes SCA3. Estudos adicionais, ou 

com grande número de casos ou especialmente desenhados para investigar o padrão de 

metilação diferencial em cérebros de pacientes SCA3, são necessários para confirmar este 

possível controle epigenético. Se a hipermetilação no promotor ATXN3 está associada a um 

melhor prognóstico, terapias dirigidas à diminuição da expressão da ataxina-3 mutante ou 

ao silenciamento de RNA devem ser estudadas. 

Além da possível expressão reduzida da proteína ataxina-3 mutante causada pela 

metilação do promotor do gene ATXN-3, outra possível explicação para a variabilidade 

fenotípica na SCA3 seria polimorfismos em genes candidatos a modificadores, alterando a 

expressão destes genes e, consequentemente, diminuindo a quantidade de proteínas que 

poderiam minimizar a patogênese da doença. 

O presente estudo mostrou os seguintes efeitos dos SNPs no fenótipo de pacientes 

SCA3: SNP rs16944 (gene IL1B) na idade de início da doença; SNP rs760678 (gene 

NEDD9) na gravidade; SNP rs2227281 (gene GRIK2) no volume do cerebelo e SNP 

rs2144487 (gene NEDD8) no volume da ponte. Através da análise dos genótipos 

neuroprotetores combinados, indivíduos com os genótipos CC (GRIK2) + GG (NEDD8) e 

AA (IL1B) + GG (NEDD8) apresentaram uma maior idade de início quando comparados 

às outras combinações genotípicas, sugerindo uma sinergia entre estes polimorfismos. 

Outros estudos, além da expressão gênica, poderão revelar como estas proteínas modulam 

a expressão fenotípica e o quadro clínico observado em pacientes SCA3. 
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O método escolhido neste estudo para medir a gravidade da doença apresentou 

resultados satisfatórios, sendo, como esperado, a gravidade diretamente proporcional ao 

tamanho da repetição CAG. Este resultado reforça a hipótese de que o tamanho da 

expansão CAG desempenha um papel importante na patogênese dos sintomas. A escala 

NESSCA foi dividida pelo tempo de duração da doença para evitar a redundância de 

valores e a chance dos dados se tornarem inconsistentes. Por exemplo, um indivíduo com 

um valor da escala 8,0 apresentará uma gravidade considerada dentro dos padrões se já 

apresentar a doença a 10 anos (NESSCA/duração=0,8), diferentemente de um indivíduo 

que apresentar a escala com valor 8,0 e tempo de duração de apenas um ano 

(NESSCA/duração=8,0). Este último indivíduo terá então uma gravidade maior do que a 

esperada, sendo considerado um outlier. Em um estudo utilizando a escala ICARS dividida 

pelo tempo de duração da doença para avaliar a gravidade não houve correlação 

significativa com o tamanho da repetição CAG (Netravathi et al, 2009). 

A ataxina-3 normal é encontrada nas inclusões intraneuronais características da 

SCA3 (Rüb et al, 2008), sugerindo que o alelo normal pode ter um papel na patogênese da 

doença. Modelos celulares têm mostrado que a proteína ataxina-3 normal interage com o 

seu homólogo mutante de uma forma dependente do comprimento poliQ, e é recrutada 

para a inclusão. Este sequestro da ataxina-3 normal em inclusões pode diminuir a sua 

atividade e, assim, aumentar a toxicidade na SCA3 (Jia et al, 2008). Como descrito 

anteriormente na DH, é concebível que o comprimento poliQ da ataxina-3 normal também 

pode influenciar a interação acima descrita com a ataxina-3 expandida (Aziz et al, 2009; 

Chen et al, 2002). Este efeito seria a base da ação moduladora do alelo normal na idade de 

início. 

A significante associação entre a variação da idade de início e repetição CAG do 

alelo expandido sugere que a contribuição de modificadores seja menos evidente em 

indivíduos com grandes repetições devido ao grande efeito do tamanho da poliglutamina 

mutada. Assim, maior variação na idade de início para pequenas repetições indicaria que 

modificadores teriam um papel maior quando o tamanho CAG é menor, de acordo com os 

resultados vistos neste trabalho. A influência do alelo normal ATXN3 na idade de início foi 

menor quando o alelo expandido era maior. Também, em nosso estudo, o tamanho do alelo 

normal não mostrou influência significativa na idade de início da doença nem na gravidade 

do fenótipo na amostra de 273 pacientes do sul do Brasil. Porém, ao analisar a amostra de 
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pacientes não aparentados (103 pacientes do HCPA) em conjunto com amostras de outros 

centros brasileiros (107 pacientes da UNICAMP e USP-RP), a influência tornou-se 

significante. Esta diferença poderia ser explicada baseada no fato de que a amostra do sul 

do Brasil é composta por pacientes que apresentam grandes repetições CAG no alelo 

mutado, enquanto que a amostra de São Paulo é composta por pacientes com pequenas 

repetições.  

A função da ataxina-3 normal ainda não foi totalmente descrita. Recentemente, 

um estudo utilizando ratos como modelo da SCA3 demonstrou que a super-expressão da 

ataxina-3 normal não protegeu contra a patologia, o modelo knockdown para a ataxina-3 

não agravou a patologia e que o silenciamento não-alelo-específico da ataxina-3 reduziu 

fortemente a neuropatologia dos ratos (Alves et al, 2010). Mais estudos em outras 

populações e com um maior número de amostras poderão confirmar se existe alguma 

influência do tamanho da repetição do alelo normal na idade de início e na patogênese da 

doença. 

CHIP também foi avaliado como um gene candidato a modificador. O 

polimorfismo rs12599315, por não estar em equilíbrio de Hardy-Weinberg, não foi 

incluído nas análises do artigo 3. Mas o teste de Modelos Lineares Generalizados 

(Generalized Linear Models - GLM) através das Equações de Estimativa Generalizadas 

(Generalized Estimating Equations - GEE) foi aplicado com os resultados da genotipagem 

dos 273 pacientes e este polimorfismo mostrou associação com a idade de início 

(p=0.005). Este resultado permaneceu significante mesmo após os ajustes para 

comparações múltiplas usando a correção de Bonferroni. A média da idade de início foi 

31,77 anos para os genótipos CC+CT e 38,48 anos para os homozigotos TT. Não foi 

observada associação significante entre os SNPs de CHIP e a gravidade da doença. A 

inclusão do alelo normal ATXN3 como uma variável independente não mostrou 

significância estatística.  

Este SNP está localizado na região promotora do gene CHIP. Em modelos 

celulares e animais de SCA3, a diminuição da expressão de CHIP agravou o fenótipo da 

doença (Miller et al, 2005; Williams et al, 2009). Portanto, a expressão diferencial dos 

transcritos CHIP pode afetar indiretamente a agregação de poliglutaminas no cérebro de tal 
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forma que os portadores do genótipo de risco (CC ou CT) têm uma perda 

significativamente maior e gradual de neurônios e um início mais precoce dos sintomas. 

Os dados obtidos neste trabalho enfatizam a importância da pesquisa de genes 

modificadores da idade de início na SCA3. Embora a contribuição dos polimorfismos em 

cada gene modificador seja pequena, estes dados são inovadores e podem servir como 

ponto de partida para a busca de novas terapias agindo especificamente do mesmo modo 

que as proteínas com um possível efeito neuroprotetor descrito aqui. Outros estudos 

envolvendo mais genes modificadores, além de estudos de expressão gênica, podem 

revelar, caso existam, as interações entre os produtos de tais genes e, se de fato, tais 

relações podem modular a expressão fenotípica e o quadro clínico observado em pacientes 

com SCA3 ou outro tipo de ataxia espinocerebelar dominante. 

Os resultados apresentados aqui corroboram com o mecanismo patogênico 

multidimensional de SCA3, envolvendo diversas vias celulares. A integração dos 

resultados de metilação e dos genes modificadores estudados poderá ser comprovada em 

uma amostra maior, tendo representatividade de indivíduos que possuam todos os efeitos 

neuroprotetores combinados.      
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5. CONCLUSÕES 

 
 
 

• O controle epigenético do promotor ATXN3 pode contribuir parcialmente para a 

variação da idade de início em pacientes SCA3.  

 

• Não houve diferença nas frequências alélicas e genotípicas dos polimorfismos 

estudados neste trabalho entre pacientes e controles.  

 

• Os polimorfismos nos genes IL1B, GRIK2, NEDD8 e NEDD9 desenvolvem algum 

papel na SCA3, afetando a idade de início, volume do cerebelo, volume da ponte e 

gravidade da doença, respectivamente. Um efeito sinérgico dos genótipos 

protetores IL1B/NEDD8 e GRIK2/NEDD8 também foi observado na idade de 

início.  

 

• A contribuição do alelo normal ATXN3 na idade de início foi pequena, mas 

clinicamente relevante. 

 

• Os nossos resultados corroboram com o mecanismo patogênico complexo de 

SCA3, envolvendo diversas vias celulares. 
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7. ANEXOS 

ANEXO I – Estratégia utilizada pela técnica MS-MLPA 

 

Adaptado de http://www.mrc-holland.com 
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ANEXO II – Sequência de nucleotídeos do promotor do gene ATXN3 

  

 

 

As duas ilhas CpG estão indicadas pelos quadrados. Os dinucleotídeos CpG estudados 

neste trabalho estão indicados pela linha contínua. A repetição Alu está marcada pela linha 

pontilhada acima. O ponto de início da transcrição está na posição -89 e o primeiro 

nucleotideo do códon iniciador está designado como +1. 
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