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RESUMO

Introdução: A ataxia espinocerebelar ou doença de Machado-Joseph (SCA3/MJD) é
causada por uma expansão dominante da sequência de trinucleotídeos CAG
(CAGexp) no gene ATXN3. Sabe-se que a idade de início (AO) é 55% definida pelo
comprimento de CAGexp, em que quanto maior a expansão, mais cedo aparece o
primeiro sintoma, o qual pode variar para cada indivíduo. Alguns genes relacionados
ao mecanismo de reparo do DNA, como o PMS1 e o PMS2 foram apontados como
prováveis modificadores da AO, e que poderiam, portanto, ajudar a explicar os 45%
de variabilidade restantes. A hipótese adotada consiste em averiguar se variantes
associadas ao maior efeito da rota estão também associadas a adiamentos da AO
ou vice-versa. Métodos: foram estudadas 160 pessoas sintomáticas portadoras de
SCA3/MJD, diagnosticadas anteriormente pelo Serviço de Genética Médica (SGM)
do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), cujos dados clínicos, tamanhos do
CAGexp e amostras de DNA estavam guardados nos bancos de dados e
biorrepositórios do grupo de neurogenética, que concordaram em participar do
estudo, aprovado previamente pelo comitê de ética institucional (GPPG 2023-0302).
A idade na qual as pessoas ou seus circunstantes notaram os primeiros sintomas foi
considerada a idade de início da doença (AOfs). Nas suas amostras de DNA foram
genotipados os seguintes polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNPs), com prévia
indicação de alteração de efeito no gene e com aceitáveis frequências dos alelos
"menores" (MAF) definidas em bancos de dados públicos: o rs3791767 (alelos A e
C, A sendo candidato a neuroprotetor) no PMS1 e o rs1805323 (alelos G e T, G
sendo candidato a neuroprotetor) no PMS2. Os três possíveis genótipos foram
determinados em cada locus. A distribuição das AOfs foi comparada entre os
genótipos usando-se a ANOVA ajustada para o CAGexp mediano do grupo,
usando-se um p-valor de 0,05. Resultados: 151 pessoas atáxicas tiveram o
rs3791767 (PMS1) genotipado: 81, 55 e 15 das mesmas apresentaram
respectivamente os genótipos AA, AC e CC. Nestes grupos, as AOfs médias (DP)
para um CAGexp de 75 repetições foram de 32,15 (9,66), 35,16 (11,28) e 31,07
(11,21) anos (p = 0,984). O rs1805323 (PMS2) foi genotipado nas 160 pessoas: 147,
12 e uma única delas apresentaram os genótipos GG, GT e TT, respectivamente. As
AOfs destes genótipos, para uma CAGexp de 75 repetições, foram de 33,11 (10,35),
34,42 (12,54) e 20 anos (p= 0,337). Discussão: Nossos resultados descartam
efeitos do rs3791767 (PMS1) sobre a AOfs da SCA3/MJD. O rs1805323 (PMS2)
tampouco apresentou efeitos significativos sobre a AOfs, mas a MAF encontrada na
nossa amostra para o alelo T (0,02) foi bem menor do que a esperada (0,11), o que
pode ter prejudicado o poder do nosso estudo.

Palavras-chave: Doença de Machado-Joseph; ataxia espinocerebelar tipo 3;
SCA3/MJD; PMS1; PMS2; reparo do DNA.



ABSTRACT

Introduction: Spinocerebellar ataxia or Machado-Joseph disease (SCA3/MJD) is
caused by a dominant expansion of the CAG trinucleotide sequence (CAGexp) in the
ATXN3 gene. It is known that the age of onset (AO) is 55% defined by the length of
CAGexp, where the longer the expansion, the earlier the first symptom appears,
which may vary for each individual. Some genes related to the DNA repair
mechanism, such as PMS1 and PMS2, have been identified as probable modifiers of
OA, and could therefore help explain the remaining 45% of variability. The hypothesis
adopted is to find out whether variants associated with a greater route effect are also
associated with OA postponements or vice versa. Methods: 160 symptomatic people
with SCA3/MJD, previously diagnosed by the Medical Genetics Service (SGM) of the
Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), whose clinical data, CAGexp sizes and
DNA samples were stored in the neurogenetics group's databases and
biorepositories, who agreed to participate in the study, previously approved by the
institutional ethics committee (GPPG 2023-0302) were studied. The age at which
people or their relatives noticed the first symptoms was considered the age of onset
of the disease (AOfs). In their DNA samples, the following single nucleotide
polymorphisms (SNPs) were genotyped, with prior indication of an effect change in
the gene and with acceptable "minor" allele frequencies (MAF) defined in public
databases: rs3791767 (alleles A and C, A being a candidate for neuroprotective
allele) in PMS1 and rs1805323 (alleles G and T, G being a candidate for
neuroprotective allele) in PMS2. The three possible genotypes were determined at
each locus. The distribution of AOfs was compared between the genotypes using
ANOVA adjusted for the average CAGexp of the group, using a p-value of 0.05.
Results: 151 ataxic people had rs3791767 (PMS1) genotyped: 81, 55 and 15 of
them had the AA, AC and CC genotypes respectively. In these groups, the average
AOfs (SD) for a CAGexp of 75 repeats were 32.15 (9.66), 35.16 (11.28) and 31.07
(11.21) years (p = 0.984). The rs1805323 (PMS2) was genotyped in 160 people: 147,
12 and only one of them had the GG, GT and TT genotypes, respectively. The AOfs
of these genotypes, for a CAGexp of 75 repeats, were 33.11 (10.35), 34.42 (12.54)
and 20 years (p= 0.337). Discussion: Our results rule out the effects of rs3791767
(PMS1) on the AOfs of SCA3/MJD. Neither did rs1805323 (PMS2) show significant
effects on AOfs, but the MAF found in our sample for the T allele (0.02) was much
lower than expected (0.11), which may have affected the power of our study.

Keywords: Machado-Joseph Disease; spinocerebellar ataxia type 3; SCA3/MJD;
PMS1; PMS2; DNA repair.
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1 INTRODUÇÃO COMPREENSIVA

1.1 A Doença de Machado-Joseph (SCA3/MJD)

A Doença de Machado-Joseph, também conhecida ataxia espinocerebelar

tipo 3 (SCA3/MJD), é uma patologia neurodegenerativa dominante causada por

uma expansão da sequência CAG (CAGexp) no gene ATXN3 (Kawaguchi et al.,

1994). Esse gene está localizado no braço longo do cromossomo 14 (14q32.1) e a

sequência CAG é encontrada no éxon 10 desse cromossomo (Takiyama et al.,

1993).

O tamanho dos alelos CAGn normais é polimórfico na população geral e varia

entre 3 a 40 trinucleotídeos (Dürr et al., 1996; van de Warrenburg et al., 2005), que

são transmitidos de forma estável para a prole (Sena et al. 2021). O intervalo entre

41 e 51 repetições é muito raramente encontrado nas populações normais. A menor

sequência repetitiva associada à presença de sintomas atáxicos foi a de 52

repetições (Sena et al., 2021), mas esse CAGexp é muito raro. No Brasil, por

exemplo, as menores CAGexp até hoje descritas tinham 65 repetições (de Castilhos

et al 2014). CAGexp podem ter transmissões bastante instáveis e geralmente isso

resulta em aumentos do CAGexp transmitido de uma geração para a outra (Sena et

al., 2021).

Como consequência do CAGexp, a proteína ataxina-3 adquire uma cadeia

expandida de poliglutaminas (poliQ). Essa cadeia possui um efeito neurotóxico,

caracterizado como um ganho de função nas células neuronais.

A proteína ataxina-3 é detectada em diversos tecidos embrionários e também

adultos (Ichikawa et al., 2001; Riess et al., 2008), e possui funções diferentes no

organismo, incluindo a ubiquitinização, por isso, expressão de ataxina-3 não é

restrita às áreas do sistema nervoso central mais caracteristicamente afetadas pela

doença (Riess et al., 2008). Algumas de suas isoformas, detectadas apenas em

indivíduos SCA3/MJD, não têm sua função bem estabelecida, mas a expressão é
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idêntica quando comparada à expressão em indivíduos saudáveis. Portanto, o nível

de expressão não possui relação com a gravidade da doença ou com o tamanho de

CAG (Paulson et al., 1997a; Tait et al., 1998).

O tamanho da CAGexp é um importante modificador do genótipo da

SCA3/MJD, ou seja, quanto maior a CAGexp, mais cedo a doença é desencadeada

e mais graves são os sintomas. Essa correlação invertida entre CAGexp e a idade

de início (AO, do inglês "age at onset") ocorre também em outras doenças de poliQs,

como a doença de Huntington (HD) e outras SCAs. Porém, a CAGexp explica

somente 55,2% da variabilidade da AO (de Mattos et al., 2018b). Na figura de

correlação entre AO e CAGexp, como mostra a Figura 1, é possível perceber-se a

grande variação na AO associada a cada tamanho de CAGexp (Saute & Jardim,

2015).

Os primeiros sintomas da SCA3/MJD são neurológicos e predominam os

déficits motores, como a ataxia de marcha e de membros, a dificuldade de

deglutição e o prejuízo na articulação da fala. Além disso, são comuns a síndrome

piramidal, incluindo hiperreflexia e espasticidade, sinais extrapiramidais como

distonias e parkinsonismo, distúrbios da motricidade ocular e também do sono,

perda de peso e alterações cognitivas (Saute & Jardim, 2015), como mostra a

Figura 2.

Geralmente, os primeiros sintomas da SCA3/MJD aparecem na vida adulta,

sendo a idade de início do primeiro sintoma (AOfs, do inglês “age at onset of first

symptom") média de aproximadamente 38 anos (Mattos et al., 2018). Porém, não

há consenso na literatura científica sobre o que marcaria o início da doença. Alguns

estudos utilizam o primeiro sintoma (AOfs), seja ele qual for, como o marcador do

início da doença (por exemplo, Jardim et al., 2001 e França et al., 2009). Outros

trabalhos (por exemplo, Tezenas du Montcel et al., 2014b; Tezenas du Montcel et al.,

2014a; Raposo et al., 2015) utilizam a idade de início da ataxia de marcha (AOga, do

inglês, “age at onset of gait ataxia”). Neste trabalho, foi adotada a AOfs, pois era o

dado disponível para as amostras estudadas.
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Os portadores de CAGexp em fases anteriores à sua percepção da doença,

ou seja, não atáxicos, são caracterizados como portadores assintomáticos ou

pré-atáxicos. Porém, já se percebem nesses indivíduos pré-atáxicos alterações

subclínicas, como as do metabolismo da glicose no SNC (Soong and Liu 1998), no

perfil de citocinas (da Silva Carvalho et al., 2016), na difusividade da água na

substância branca (de Oliveira et al., 2023 PMID: 37193796), em escalas clínicas e

nos movimentos oculares (de Oliveira et al., 2023 PMID: 33438269).

Figura 1. Associação entre o comprimento da sequência CAGexp e a idade de início dos
sintomas em SCA3/MJD

Fonte: Saute e Jardim, 2015.
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Figura 2. Um esquema da sequência de eventos patogenéticos e de suas consequências
clínicas

Fonte: adaptado de Na Wan et al., 2020.
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1.2 O reparo do DNA como modificador da AO e os genes PMS1 e PMS2

Durante a replicação do material genético das células, podem ocorrer erros que

resultam em danos ao DNA. O reparo do DNA acontece por meio de vários

mecanismos como a reparação por excisão de bases, por excisão de nucleotídeos e

reparação de “missmatch”, além da recombinação homóloga e da união

não-homóloga das extremidades.

A investigação dos genes envolvidos no reparo do DNA como possíveis

modificadores da AO em poliglutaminopatias como a HD e as SCAs é recente. Entre

os genes citados como possíveis modificadores de AO pela literatura científica

recente estão FAN1, PMS1, PMS2, LIG1, MSH3, TRIM29 e RAG.

Os genes do reparo do DNA não tinham sido cogitados como modificadores

das doenças devidas a CAGexp, até que dois estudos de associação genômica

ampla (GWAS) levantaram sua forte associação a variações nas AO dessas

condições. O consórcio "Genetic Modifiers of Huntington Disease" (GeM-HD, de

2015 e sua atualização de 2019) identificou três genes de reparo de DNA (PMS1,

PMS2, LIG1) como modificadores da idade de início de HD. O estudo de Bettencourt

(2016) mostrou associação do gene PMS2 e a AO da HD e também das ataxias

espinocerebelares em conjunto, incluindo a SCA3/MJD. Nosso grupo de pesquisa

demonstrou que o FAN1 em associação com o ATXN2 também modifica a AO, nos

pacientes com SCA3/MJD da coorte do nosso estado (Mergener et al., 2020).
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1.3 Justificativa

A SCA3/MJD é uma ataxia muito rara, mas de importante relevância no

estado do Rio Grande do Sul (RS). Entre as SCAs, a SCA3/MJD é a mais frequente

no RS (de Castilhos et al., 2014), a sua prevalência de indivíduos sintomáticos

sendo de 7:100.000 (Rodriguez-Labrada et al., 2020). Além disso, é a SCA com

maior prevalência tanto no Brasil quanto no mundo (Sequeiros et al. 2012). Por isso,

o presente trabalho faz-se necessário para realizar novas investigações em relação

à doença, contribuindo assim com o conhecimento sobre fatores que modulam a sua

idade de início.

No presente trabalho, foram pesquisados os genes PMS1 e PMS2, integrantes

da rota MMR (do inglês, “mismatch repair”). Ambos os genes foram escolhidos para

serem estudados em conjunto, pois são subunidades que, com o MLH1, formam

complexos MutL. PMS1 foi um dos modificadores identificados nos GWAS do

GeM-HD, enquanto o gene PMS2 demonstrou acelerar as expansões somáticas na

célula (LAHUE, 2020), também em HD.

Para cada gene candidato, selecionamos então um polimorfismo de

nucleotídeo único (SNP, do inglês “single nucleotide polymorphism”) para ser

estudado como marcador candidato. Para um SNP ser selecionado, sua frequência

populacional deveria ser compatível com um estudo local em pacientes SCA3/MJD

que tivesse poder - pois a SCA3/MJD é rara. A frequência do alelo mais raro (MAF,

do inglês “minor allele frequency”) deveria ser de pelo menos 10%. Além disso, os

SNPs selecionados deveriam ter evidências ao menos iniciais de produzirem efeitos

funcionais sobre os peptídios traduzidos.

Com base nesses critérios, selecionamos o rs3791767 no PMS1 e o

rs1805323 no PMS2. Os detalhes estão descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Os SNPs rs3791767 e rs1805323

Gene SNP Alelo

frequente

Alelo raro MAF Efeito do alelo raro Alelo que

parece ser

neuroprotetor

Ref.

Beta * Outro

PMS1 rs3791767 A C 0,196 -0.8 A GeM-HD, 2019

PMS2 rs1805323 G T 0,112 -3.6 G Bettencourt et al.

2016

* Beta = tamanho do efeito do alelo menor (Alelo 2), equivalente aos anos adicionados (+) ou subtraídos (-) da

PAO, para cada cópia do alelo menor

MAF: minor allele frequency, ou frequência do alelo mais raro; SNP: single nucleotide polymorphism, ou

polimorfismo de nucleotídeo único. Obtido de dbSNP NCBI (Sherry et al., 2001).



15

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo geral

Investigar se variantes nos genes PMS1 e PMS2 estão associadas a

variações no fenótipo da SCA3/MJD.

1.4.2 Objetivos específicos

I. Genotipar os polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNPs):

a) rs3791767 no gene PMS1;

b) rs1805323 no gene PMS2;

II. Avaliar se esses SNPs se associam com a AO da SCA3/MJD.



16

2 ARTIGO CIENTÍFICO

Preparado para ser submetido como um “short report” (1500 palavras e 15

referências) no periódico “The Cerebellum”.

Title: Testing the DNA repair genes PMS1 and PMS2 as modifiers of Spinocerebellar

Ataxia Type 3 Phenotype

Authors: Bruna Almeida Araújo, Ingrid Tuchtenhagen, Gabriel Vasata Furtado, Maria
Luiza Saraiva-Pereira, Ana Carolina Martins, Laura Bannach Jardim

Affiliations/adresses:
Instituto de Ciências Básicas da Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,

Porto Alegre, Brazil

Bruna Almeida Araújo

Laboratório de Neurogenética Translacional, Centro de Pesquisa Experimental,

Hospital de Clínicas de Porto Alegre, Porto Alegre, Brazil

Bruna Almeida Araújo, Ingrid Tuchtenhagen, Gabriel Vasata Furtado, Maria Luiza

Saraiva-Pereira, Ana Carolina Martins, Laura Bannach Jardim

Programa de Pós-Graduação em Genética e Biologia Molecular, Universidade

Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil

Ingrid Tuchtenhagen, Maria Luiza Saraiva-Pereira, Ana Carolina Martins, Laura

Bannach Jardim

Serviço de Genética Médica, Hospital de Clínicas de Porto Alegre, Rua Ramiro

Barcelos 2350, Porto Alegre, 90035-003, Brazil

Maria Luiza Saraiva-Pereira, Laura Bannach Jardim

Departamento de Bioquímica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto

Alegre, Brazil

Maria Luiza Saraiva-Pereira



17

Departamento de Medicina Interna, FAMED, Universidade Federal do Rio Grande do

Sul, Porto Alegre, Brazil

Laura Bannach Jardim

Correspondence author:
Prof. Laura Bannach Jardim

DMI FAMED UFRGS, and

Medical Genetics Service

Serviço de Genética Médica,

Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Rua Ramiro Barcelos 2350

90035-003 Porto Alegre, Brazil

E-mail: ljardim@hcpa.edu.br

ABSTRACT

Introduction: Phenotype variations of spinocerebellar ataxia type 3/

Machado-Joseph disease (SCA3/MJD), a disease due to a CAG repeat expansion

(CAGexp) at ATXN3, have been related to some DNA repair genes. Our aim was to

investigate if polymorphisms at PMS1 and PMS2 might modify the age at onset of

the first symptom (AOfs) in this disease.

Methods: 160 symptomatic carriers previously diagnosed whose clinical data,

CAGexp lengths and DNA samples were stored in our biorepositories, were invited to

participate. rs3791767 (A/C, A being the neuroprotective candidate) in PMS1 and

rs1805323 (G/T, G being the neuroprotective candidate) in PMS2 were genotyped.

AOfs was compared between genotypes using ANOVA adjusted for the group's

median CAGexp, using a p-value of 0.05.

Results: 81, 55 and 15 persons had AA, AC and CC genotypes at rs3791767,

respectively. Their mean (SD) AOfs for 75 repeats CAGexp were 32.15 (9.66), 35.16

(11.28) and 31.07 (11.21) years (p = 0.984). One hundred forty-seven, 12 and only
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one of the subjects had GG, GT and TT genotypes at rs1805323; their AOfs, for 75

repeats CAGexp, were 33.11 (10.35), 34.42 (12.54) and 20 years (p= 0.337).

Discussion: Our results ruled out effects of rs3791767 (PMS1) over AOfs of

SCA3/MJD. rs1805323 (PMS2) also did not show a significant association with AOfs.

However, T allele frequency in our sample (0.02) was much lower than expected

(0.11), and we cannot rule out potential effects of this SNP over SCA3/MJD onset of

symptoms.

Keywords: Machado–Joseph disease; Spinocerebellar ataxia type 3; Age at onset;

PMS1; PMS2.

To the Editor,

Spinocerebellar ataxia type 3 also known as Machado Joseph disease (SCA3/MJD)

is an autosomal dominant, polyglutamine disease caused by a CAG repeat

expansion (CAGexp) at ATXN3 gene. Subjects carrying more than 51 CAG repeats

present movement and other neurologic disorders, usually in adulthood. The average

age at onset of the first symptoms (AOfs) is 38–40 years and is partly explained by

the sequence’s size. At least 45% of the variability of AOfs, however, should be

related to other modifying genes, environmental factors and habits (de Mattos et al.,

2018).

SCA3/MJD patients have been reported in Rio Grande do Sul (RS), the

southernmost state of Brazil, since 2001 (Jardim et al., 2001). In this state, there is a

large population of patients, called SCA3/MJD RS cohort (Souza et al., 2016):

around 700 symptomatic individuals and over 1,500 individuals with a 50% risk were

living there by 2020 (Rodriguez-Labrada et al., 2020).

Genes associated with DNA repair systems have been implicated as modifiers of the

AO in polyQs diseases. The most studied disorders are Huntington's Disease (HD)

and, to a lesser extent, SCA3/MJD. The genome-wide association study (GWAS)
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performed by the "Genetic Modifiers of Huntington Disease" (GeM-HD) identified

strong associations between AO and the DNA repair genes FAN1, PMS1, PMS2,

LIG1 and MSH3 in a cohort of 9,000 HD patients, all genes directly associated with

DNA maintenance/instability mechanisms (GeM-HD, 2019). Three publications

described possible relationships between DNA repair genes and SCA3/MJD. An

association between AO and ANA1 and PMS2 was found among 1,462 people with

HD or a polyQ SCA (397 of them with SCA3/MJD) (Bettencourt et al., 2016). FAN1

was related to the AOfs in a candidate gene study (Mergener et al. 2020), whereas

TRIM29 and RAG were raised as potential modifiers of SCA3/MJD in an unbiased

approach that included less than 800 SCA3/MJD carriers (Akçimen et al., 2020).

PMS1 and PMS2 encode proteins that are key components of the DNA mismatch

repair system (MMR), which acts to correct DNA mismatches and small insertions

and/or deletions that may occur (Pannafino & Alani 2021). PMS1 was related to HD

(GeM-HD, 2019) while PMS2 might be related to SCA3/MJD (Bettencourt et al.,

2016). None of them have been studied in the SCA3/MJD RS cohort. Single

nucleotide polymorphisms (SNPs) with sufficient minor allele frequencies (MAF) and

preliminary evidence of functional effects were identified, as were shown in Table 1.

Due to that, we tried to help with knowledge about the potential role of MMR

components over SCA3/MJD phenotype. Our aim was to look for associations

between the polymorphisms rs3791767 (PMS1) and rs1805323 (PMS2) and AOfs in

the RS cohort.

Symptomatic carriers from the RS cohort and previously diagnosed in our institution

were invited to participate, if their clinical data, CAGexp lengths and DNA samples

were still available from our biorepositories.

DNA was isolated from peripheral blood leukocytes using standard methods. The

CAG repeat length analysis was performed by the polymerase chain reaction (PCR)

using fluorescent labeled primers flanking the CAG repeat tract at ATXN3, followed

by capillary electrophoresis into the genetic analyzer ABI3130xl (Applied Biosystems,

Foster City, CA, USA). Results were analyzed through GeneMapper® ID v 3.2

software (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
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rs3791767 (PMS1) and rs1805323 (PMS2) genotyping was performed using TaqMan

SNP Genotyping Assay (C_483247_10) in a final volume of 8 μL containing 2 ng of

DNA, according to assay protocol (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Amplification was performed in the ABI 7500 Fast Real-Time PCR System®

equipment (Applied Biosystems, Foster City, CA, vUSA) as follows: one cycle of 50

°C for 2 min, 95 °C for 10 min, followed by 40 cycles of 95 °C for 15 s and 60 °C for 1

min.

Patients were divided in groups according to genotypes AA, AC and CC at

rs3791767 (PMS1), and GG, GT and TT at rs1805323 (PMS2). The candidate alleles

to be neuroprotective were A at rs3791767 (PMS1) and G at rs1805323 (PMS2).

AOfs were compared across these groups by ANOVA, controlling for the CAGexp.

Results were presented for the median CAGexp found, 75 CAG repeats. A p-value of

0.05 was adopted.

After all the data was collected, the patients’ AO were compared by ANOVA with the

CAG’s size adjusted to 75 repetitions. P-value < 0.05 was adopted.

One hundred and sixty subjects were included. Their demographic data was

presented in Table 2.

For rs3791767 (PMS1), 151 subjects were included, as the genotyping assay did not

work for all of them. Among the 302 chromosomes genotyped, 217 (71.85%) carried

the A, and 85 (28.14%), the C allele, a MAF a little bit larger than the expected

19.6%, according to Table 1. Eighty-one subjects had the AA genotype, 55 had the

AC genotype, and 15 had CC on the gene. The mean (SD) AOfs of these groups

were 32.15 (9.66), 35.16 (11.28) and 31.07 (11.21), respectively, (p=0.984) (Table 3).

The rs1805323 (PMS2) was genotyped, all 160 subjects. Among the 320

chromosomes, there were 306 (95.62%) with the G and 14 with the T allele (4.38%),

a MAF quite smaller than the expected 11.2%. One hundred, forty-seven patients

carried the GG, 12 carried the GT and only one subject carried the TT genotype.

The mean (SD) AOfs of GG and GT subjects were 33.11 (10.35) and 34.42 (12.54),
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while AOfs of the TT subject was 20 years of age. The calculated p-value is of 0.337

(Table 3).

As we have already mentioned, PMS1 and PMS2 encode key component proteins in

the MMR DNA repair system (Panafino & Alani, 2021). Both proteins form

heterodimers with the gene product of the MLH1 gene. Bettencourt and colleagues

(2016) demonstrated that the rs1805323 (PMS2) was related to the AO of a mixed

group of polyQ patients that included HD, SCA1, SCA2, SCA3/MJD, SCA6 and

SCA7. Evidence on PMS1 effect over AO was so far obtained for HD, only (GeM-HD,

2019).

Our study excluded any effect of rs3791767 over SCA3/MJD AOfs. However, it is

possible that we have missed PMS1 modulating effects, unrelated to this

polymorphism.

In spite of not achieving significance, the results related to rs1805323 (PMS2) were

more difficult to interpret. Our cohort did not present the expected MAF of 11.2% of

the T allele, the potentially non-protective variant. Twelve (7.5%) subjects were

heterozygous, GT carriers, and only one patient (0.62% of the total sample) was a TT

homozigote. This TT carrier would have an AOfs of 20 years, if the carrier of 75

repeats at CAGexp - while the usual PAOfs for 75 repeats, in our cohort, is 30 years

of age (de Mattos et al., 2018b). If the T allele has a recessive effect, no

consequence would be found on heterozygotes - as seen here - and more

homozygotes would be needed to find a rs1805323 effect over SCA3/MJD AOfs. In

any case, the minor allele at rs1805323 is so rare among the RS cohort that any

potential effect could be negligible, for the point of view of the majority of patients and

families.

In conclusion, rs3791767 (PMS1) and rs1805323 (PMS2) did not present any

modulation effect over onset of symptoms of SCA3/MJD, at least in the RS cohort,

either because there is no effect at all or because of the rarity of the minor variants in

these loci.
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Tables

Table 1. SNPs rs3791767 and rs1805323

Gene SNP Frequent

allele

Rare

allele

MAF Rare allele effect Allele that

seems to be

neuroprotective

References

Beta * Other

PMS1 rs3791767 A C 0.196 -0.8 A GeM-HD, 2019

PMS2 rs1805323 G T 0.112 -3.6 G Bettencourt et al.,

2016

* Beta = effect of the minor allele (Allele 2), equivalent to the years added (+) or subtracted (-) from the PAO, for

each copy of the minor allele.

MAF: minor allele frequency.

SNP: single nucleotide polymorphism; obtained from dbSNP NCBI (Sherry et al., 2001).

Table 2. General characteristics of the present cohort

Characteristics SCA3/MJD

Women/all subjects (%) 84/160 (52.5)

CAG (normal allele)
mean (SD)

22.34 (4.96)

CAGexp
mean (SD)

75.71 (3.35)

Age at onset of the first symptom
in years
mean (SD)

33.12 (10.51)
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Table 3. Genotypic groups in rs3791767 (PMS1) and rs1805323 (PMS2) and their mean ages at
onset of symptoms, adjusted for an expanded repeat with 75 CAGn

Characteristics of the genotypic groups p*

rs3791767 (PMS1) AA AC CC

N 81 55 15

Age at onset
mean (SD)

32.15 (9.66) 35.16 (11.28) 31.07 (11.21) 0,984

rs1805323 (PMS2) GG GT TT

N 147 12 1

Age at onset
mean (SD)

33.11 (10.35) 34.42 (12.54) 20 (.) 0.337

* ANOVA
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3 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS

Concluindo, os achados do estudo mostram que, para o SNP do PMS1, a

maioria dos sujeitos é AA, pois o alelo C é mais raro. Já para o SNP do PMS2, a

maioria é GG e apenas 1 é TT. Comparando os grupos de genótipo, não há

diferença significativa entre a idade de início dos indivíduos. Ao calcular o p-value,

os valores encontrados foram de 0,984 e 0,337, respectivamente.

Os resultados encontrados neste estudo, a partir dos 160 sujeitos

genotipados, revelam que as variantes analisadas não modificam a AO em

SCA3/MJD, visto que não foi encontrada correlação entre os SNPs e a idade de

início, segundo os dados disponíveis.

Os resultados encontrados previamente na literatura, como nos estudos

GeM-HD (2019) e Bettencourt (2016) podem ser devidos ao efeito nas outras

doenças de poli-Q, como a Doença de Huntington e outras SCAs.

Além disso, o SNP do gene PSM2 pode estar sujeito a estratificação

populacional, devido a sua raridade da população do RS, como mostra o “MAF”

apresentado na Tabela 1.

Assim sendo, faz-se necessário continuar investigando os diferentes fatores

que contribuem na variação da idade de início em Machado-Joseph, incluindo os

genes da rota MMR e outros, para entender o que pode acelerar ou atrasar o início

da doença.
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ANEXO A – NORMAS DE PUBLICAÇÃO DA REVISTA THE CEREBELLUM
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