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“Como um grupo, os cientistas são a sociedade mais conservadora que existe. A 

maioria dos cientistas não pesquisa o desconhecido. A maioria estuda aquilo que já se 

sabe e evita aquilo que não se sabe. É a maneira mais fácil de fazer uma carreira em 

ciência. Mas para ter impacto é preciso fazer coisas diferentes daqueles que vieram 

antes de você. É assim que se descobre coisas novas.”  

Craig Venter 
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Resumo 

A doença de Huntington (DH) é uma doença neurodegenerativa de herança autossômica 

dominante, causada por uma expansão instável de repetições CAG no gene IT15. A 

manifestação clínica da DH começa na vida adulta e a idade de início da doença está 

relacionada com o tamanho da expansão trinucleotídica, porém outros fatores parecem 

influenciar as primeiras manifestações dos sintomas. Entre eles, podemos citar o fator 

neurotrófico derivado de cérebro (BDNF), que tem uma importante função no 

desenvolvimento e na manutenção de neurônios adultos e atua como regulador da 

plasticidade sináptica no cérebro humano. Nesse trabalho, foi correlacionado a variação 

da idade de início da DH com o polimorfismo Val66Met do BDNF. Não foram 

observadas diferenças estatisticamente significantes na comparação da distribuição 

genotípica entre os dois grupos de estudo, nem entre suas freqüências alélicas. O 

número de repetições CAG foi responsável por 72% da variação da idade de início e o 

genótipo Val66Met apresentou uma idade de início mais tardia quando comparado com 

Val66Val. Portanto, no nosso estudo, o polimorfismo Val66Met do BDNF parece estar 

associado com a variação da idade de início da DH.  

 

Palavras Chave 

Doença de Huntington, doenças neurodegenerativas, Val66Met BDNF, PCR em tempo 

real. 
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Introdução 

 

 A doença de Huntington (DH) é uma doença neurodegenerativa com padrão de 

herança autossômica dominante, caracterizada por movimentos involuntários 

coreiformes e alterações cognitivas. O início dos sintomas ocorre por volta dos 40 anos 

de idade, progredindo até a morte em um período de aproximadamente 10 a 15 anos 

após o início da doença (1). A prevalência da DH é variável conforme a etnia. Nos 

caucasianos da América do Norte e da Europa é de 3-7:100.000, sendo 10% menor no 

Japão, China, Finlândia e África (1, 2). 

  O gene da doença de Huntington (IT15) foi localizado e identificado no braço 

curto do cromossomo 4 (4p16) (3). O gene IT15 codifica uma proteína que é altamente 

expressa no cérebro, mais abundante no córtex cerebral e estriatum, denominada 

huntingtina. Esta proteína citoplasmática é essencial durante o desenvolvimento na 

gástrula e neurogênese e, em adultos, para a sobrevivência neuronal. A huntingtina 

normal é anti-apoptótica nos neurônios do sistema nervoso central (SNC) e também está 

envolvida no transporte vesicular nas rotas de secreção e endocitose (4). A DH está 

associada com uma expansão do trinucleotídio CAG no exon 1 do gene IT15. A 

expansão trinucleotídica no gene IT15 resulta em uma poliglutamina expandida na 

região N-terminal da proteína huntingtina (5).  

A natureza exata dos eventos moleculares e celulares que ligam a mutação com 

os sintomas ainda não foi evidenciada. No entanto, evidências demonstram o papel da 

expansão num ganho de função, o qual é tóxico e responsável pelo processo patológico 

(5). Indivíduos normais apresentam entre 10 a 35 repetições e pacientes com DH 

apresentam entre 37 a 121 repetições CAG. A doença apresenta penetrância completa 

em indivíduos que apresentam 41 ou mais repetições CAG (3). A genotipagem de 
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famílias com DH confirmou que o número de repetições está inversamente 

correlacionado com a idade de início da doença. Além disso, quando o gene da DH é 

herdado do pai pode, ocasionalmente, apresentar um número maior de repetições devido 

a uma instabilidade específica das repetições CAG durante a espermatogênese de alguns 

homens (5, 6). O número de repetições é responsável por 70% da variação da idade de 

início dos sintomas, sendo que o percentual restante se deve a fatores familiares, o que 

indica a ocorrência da ação de genes modificadores (5, 6). Vários genes candidatos são 

investigados como modificadores da DH, baseado no papel de cada um deles na 

neurodegeneração, neurotransmissão e/ou no desenvolvimento do cérebro (7). Os 

possíveis candidatos são, entre outros, genes que codificam produtos que interagem com 

a huntingtina normal e mutante. Polimorfismos nesses genes, mesmo sem efeito nos 

indivíduos não afetados, podem modificar o curso da doença (8).  

 O fator neurotrófico derivado de cérebro (BDNF- Brain-derived neurotrophic 

factor) é membro da família das neurotrofinas, que também inclui o fator de 

crescimento dos nervos (nerve growth factor - NGF), a neurotrofina-3 (NT-3) e a 

neurotrofina-4 (NT-4) (9, 10). Durante o desenvolvimento, o BDNF mantém a 

sobrevivência e a diferenciação de uma população neuronal selecionada no sistema 

nervoso periférico e central, participa do crescimento e direcionamento axonal e na 

modulação do crescimento e da morfologia dendrítica. Várias evidências sugerem que a 

atividade neuronal regula a transcrição do BDNF, o transporte do mRNA do BDNF e da 

proteína para dentro dos dendritos e a secreção da proteína BDNF, a qual é importante 

na formação apropriada das conexões sinápticas, durante o desenvolvimento e na 

aprendizagem e memória em adultos (11).  

O gene que codifica o BDNF está localizado no braço curto do cromossomo 11, 

no limite das regiões p13 e 14. Em humanos, o gene BDNF ultrapassa 70Kb e tem uma 
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estrutura genômica extremamente complexa. Até o momento, foram identificados 11 

exons e 9 promotores funcionais que sofrem splicing alternativo, sendo expressos de 

forma tecido-específica (11).  

O BDNF parece ter um papel específico na patologia da DH, pois os pacientes 

têm uma redução na expressão do BDNF nos núcleos putâmen e caudado. Além disso, a 

huntingtina normal eleva a transcrição do BDNF pela inibição do elemento silenciador 

restrito de neurônios e promove o transporte do BDNF (dentro das vesículas) pelos 

microtúbulos. Assim, a huntingtina mutante reduz a expressão do BDNF e sua 

liberação, a qual é essencial para ação do BDNF nos neurônios estriatais (8, 12, 13). Em 

camundongos transgênicos, já foi demonstrado que o BDNF tem um impacto na idade 

de início e na gravidade da disfunção motora, controlando a sobrevivência dos 

neurônios da projeção estriatal (14). 

 A variação da seqüência do BDNF pode levar a uma diferença na expressão do 

gene ou metabolismo da proteína, causando uma vulnerabilidade neuronal seletiva. Um 

polimorfismo localizado na região codificadora do BDNF, ocasiona a substituição do 

aminoácido valina por metionina no códon 66 (Val66Met) na proteína. O polimorfismo 

Val66Met é altamente conservado através das espécies e demonstrou ter influência na 

memória humana e na ativação do hipotálamo, por afetar o processamento intracelular e 

a secreção atividade-dependente do BDNF (15).  

Todos os transcritos do BDNF são traduzidos no retículo endoplasmático em 

precursores proBDNF, os quais são transportados por vesículas secretórias do complexo 

de Golgi aos dendritos, axônios e terminais neuronais. O transporte é controlado por um 

domínio do BDNF localizado na região próxima ao SNP Val66Met. Este polimorfismo 

não afeta a função da proteína BDNF madura, mas altera o transporte intracelular do 

proBDNF e consequentemente a secreção do peptídeo maduro. (13).  
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A caracterização do polimorfismo do Val66Met BDNF realçou a importância 

dessa neurotrofina em diferentes desordens neuropsiquiátricas. Vários estudos clínicos 

associaram esse polimorfismo com alterações nas concentrações do BDNF no soro de 

pacientes com depressão, esquizofrenia, doença de Alzheimer, esclerose múltipla e 

anorexia (10, 16). Assim, o polimorfismo Val66Met pode ser um fator modificador 

genético na expressão de um número de condições cerebrais normais e anormais, 

portanto representa um bom candidato a gene modificador da idade de início da DH. 

Um estudo recente demonstrou que pacientes com DH que são heterozigotos para o 

polimorfismo Val66Met apresentam uma idade de início mais tardia quando comparada 

com os homozigotos para BDNFVal (17). 

 O objetivo deste trabalho foi correlacionar o polimorfismo Val66Met no gene do 

BDNF com a idade de início da DH e com o número de repetições CAG no gene IT15 

nos pacientes com DH. 
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Materiais e Métodos  

 

Caracterização das amostras biológicas 

 

Grupo de pacientes com DH: 47 pacientes não aparentados foram incluídos no 

presente estudo, todos provenientes da região sul do Brasil. O diagnóstico dos pacientes 

foi realizado pela determinação do número de repetições trinucleotídicas CAG no gene 

IT15. A idade de início dos sintomas de cada indivíduo foi obtida a partir da respectiva 

ficha clínica.  

Grupo controle: 100 indivíduos não aparentados sem sinais clínicos da doença, 

também provenientes da região sul do Brasil. Essas amostras fazem parte de um banco 

de DNA de amostras anônimas. 

 

Isolamento do DNA 

 

O sangue periférico foi coletado dos pacientes com DH e dos indivíduos normais 

através de punção venosa em frasco contendo EDTA como anticoagulante. No grupo 

dos pacientes com DH, o DNA foi extraído a partir de 5mL de sangue periférico, 

utilizando o método de excesso de sais e proteinase K (18). No grupo dos indivíduos 

normais, o DNA foi isolado a partir de uma amostra de 100µL de sangue, utilizando o 

kit GFXTM Genomic Blood DNA Purification (GE Healthcare), conforme protocolo 

fornecido pelo fabricante. 
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 O DNA extraído foi, então, quantificado pelo método fluorimétrico Quant-iT® 

(Invitrogen), utilizando o aparelho Qubit (Invitrogen), e todas as amostras foram 

diluídas para uma concentração de 5ng/µL e armazenadas a - 18°C. 

 

Análise molecular 

 

A determinação do número de repetições CAG no gene IT15 foi realizada 

através de PCR com primers fluorescentes, seguido de eletroforese capilar no 

equipamento ABI 3130xl (Applied Biosystems). A região adjacente as repetições CAG 

foi amplificada com o par de primers HuntF 5’-GACCCTGGAAAAGCTGATGAAGGC-

3’ e HuntAR 5’-TGGCGGCTGTTGCTGCTGCTG-3’. O primer HuntAR foi marcado 

com 6-FAM (6-carboxifluoresceina) na sua extremidade 5' terminal.  

A reação de PCR foi realizada em um volume final de 25 µL contendo 10 ng de 

DNA genômico; 2.0 pmol de cada primer (HuntF/HuntAR); 400 µM dNTPs 

(Amersham-Pharmacia); 15 mM Tris-HCl (pH 8.3), 75 mM KCl (PCR Buffer II - 

Applied Biosystems); 2.3 mM MgCl2; 10% (v/v) dimetilsulfoxido (DMSO); e 2 

unidades de  AmpliTaq Gold DNA polimerase (Applied Biosystems). 

A amplificação foi realizada em termociclador conforme descrito a seguir: 

desnaturação inicial e ativação da polimerase a 95°C por 10min, seguido por 5 ciclos a 

94°C por 30seg e 72°C por 3min, 5 ciclos a 94°C por 30seg e 70°C por 3min, 5 ciclos a 

94°C por 30seg, 68°C por 1min e 72ºC por 2min e 20 ciclos a 94°C por 30seg, 60°C por 

1min e 72°C por 3min e extensão final a 72°C por 20min. 

Uma alíquota do produto do PCR (0.5 µL) foi misturada com 9.0µL formamida 

(HiDye formamide, Applied Biosystems) e 0.5µL GeneScan500-LIZ (Applied 

Biosystems). As amostras foram desnaturas a 95°C por 5min e transferidas para banho 
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de gelo e mantidas por 5 min. A eletroforese foi realizada no ABI 3130xl Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems) usando um capilar de 36cmX50µm contendo 

Performance Optimized Polymer-7 (POP-7, Applied Biosystems). As amostras foram 

injetadas durante 22seg a 3.0 kV e a eletroforese ocorreu a 15 kV por 40 minutos a 

60°C. O tamanho dos amplicons foram calculados por comparação com o marcador de 

peso molecular GeneScan500-LIZ e os resultados foram interpretados com o 

GeneMapper 4.0 software (Applied Biosystems). 

 A região polimórfica do gene BDNF foi amplificada pela reação em cadeia da 

polimerase (PCR) por meio do ensaio alelo específico TaqMan® (Applied Biosystems), 

utilizando o equipamento ABI 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems), para 

genotipagem do polimorfismo Val66Met do BDNF (SNP ID: rs6265). 

 A amplificação foi realizada em um volume final de 8µL, contendo 10ng de 

DNA genômico, 0,2µL de SNP Genotyping Assay Mix® 40X e 4µL de TaqMan 

Universal PCR Master Mix® 2X. O programa para termociclagem incluiu um ciclo 

inicial a 95°C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos para 

desnaturação e 60°C por 1 minuto para anelamento e extensão. 

 A discriminação alélica foi realizada através da coleta da fluorescência após 

amplificação, a uma temperatura de 60°C durante 1 minuto, e os resultados foram 

analisados utilizando o 7500 System SDS v1.4 Software (Applied Biosystems). 

 

Análise estatística 

As freqüências genotípicas e alélicas para o grupo de controle e para o grupo de 

pacientes com DH foram estimadas pelo método de contagem. A comparação das 

freqüências encontradas nos dois grupos de estudo foi realizada pelo teste do Qui-
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quadrado (χ2) de Pearson, com o auxílio do programa WINPEPI (19). A hipótese nula 

foi rejeitada quando p<0,05. 

 As freqüências genotípicas das duas populações foram testadas para o desvio do 

Equilíbrio de Hardy-Weinberg, utilizando o teste χ2 de Pearson, com um nível de 

significância de 5%.  

 A associação da idade de início com o número de repetições CAG no alelo 

mutante foi estimada por regressão linear, com nível de significância de 5%. O melhor 

ajuste estimado pelo valor de R2 foi obtido depois de uma transformação logarítmica da 

idade de início.  

Para analisar a possível influência do polimorfismo Val66Met do BDNF na 

idade de início foi feito a média das idades para cada genótipo. Posteriormente, através 

do teste t de Student, essas médias foram comparadas, com um intervalo de confiança 

de 95%.  
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Resultados 

 

Genotipagem do polimorfismo Val66Met do gene BDNF 

 

 As freqüências genotípicas e alélicas do polimorfismo Val66Met do gene BDNF 

foram determinadas nos dois grupos e os dados obtidos estão resumidos na Tabela 1. 

 O grupo controle foi composto por 74 homozigotos para o alelo Val66 

(freqüência genotípica = 0,740), 25 heterozigotos (0,250) e 1 homozigoto para o alelo 

Met66 (0,010). O alelo contendo o nucleotídeo ancestral, codificante do resíduo Val, 

apresentou uma freqüência de 0,865 e o alelo codificante do resíduo Met apresentou 

uma freqüência de 0,135.  

 No grupo de pacientes foram identificados 33 indivíduos homozigotos para o 

alelo Val66 (0,702), 11 indivíduos heterozigotos (0,234) e 3 indivíduos homozigotos 

(0,064) para o alelo Met66. O alelo Val66 apresentou uma freqüência de 0,819 e o alelo 

Met66 apresentou uma freqüência de 0,181. 

  Não foram observadas diferenças estatisticamente significantes na comparação 

da distribuição genotípica entre os dois grupos de estudo (χ2=3,501; gl=2; p=0,174), 

nem entre suas freqüências alélicas (χ2=0,595; gl=1; p=0,440). 

 As duas populações foram testadas para o Equilíbrio de Hardy-Weinberg (H-W) 

e os valores χ2 calculados para os dois grupos foram menores do que o valor tabelado 

para um nível de significância de 0,05. Portanto, as distribuições genotípicas do grupo 

controle e dos pacientes com DH estão em equilíbrio de H-W. 
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Análise da regressão linear 

  

Para os indivíduos com DH (n=47), a relação entre o número de repetições CAG 

no alelo mutante e a idade de início da doença foi determinada usando regressão linear. 

O melhor ajuste para os dados foi obtido depois de uma transformação logarítmica na 

variável dependente aplicando o modelo: ln(idade) = α + β(CAG), onde  α = 5,757 (EP= 

0,204) e β = -0,046 (EP= 0,004) (Fig.1). Este modelo resultou em um valor preditivo de 

72,5% (R2=0,725, p < 0,0001).  

  

Relação do polimorfismo com a idade de início 

 

No grupo dos indivíduos com DH, a idade média de início foi 38,47 (desvio 

padrão = 13,59, intervalo = 6-72). Quando a amostra foi estratifica pelo genótipo do 

Val66Met (47 observações), os valores encontrados foram os seguintes: média (desvio 

padrão; intervalo; observações): Val66Val: 35,36 (12,09; 6-65; 33); Val66Met: 44,73 

(14,11; 17-64; 11); Met66Met: 49,67 (21,13; 30-72; 3). As médias das idades foram 

comparadas pelo teste t de Student com intervalo de confiança de 95%. Quando os 

genótipos Val66Val e Val66Met foram comparados, a hipótese nula foi rejeitada em 

favor da hipótese alternativa, assim as médias dos dois genótipos são significativamente 

diferentes entre si. Por outro lado, quando comparamos o genótipo Met66Met com os 

outros dois genótipos, em ambos os casos a hipótese nula não foi rejeitada, 

considerando as médias não significativamente diferentes. 
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Discussão 

 

Vários trabalhos foram realizados correlacionando o polimorfismo Val66Met no 

gene BDNF ao início das manifestações dos sintomas na DH. Entretanto, nenhum deles 

foi realizado com pacientes brasileiros (7, 8, 20, 21). 

Alguns estudos demonstraram a influência do polimorfismo na funcionalidade 

do sistema nervoso central, a alteração no transporte intracelular e a secreção atividade-

dependente do BDNF (15). Além disso, análise da proteína BDNF em um modelo 

murino de DH mostrou que o polimorfismo Val66Met causa uma redução na eficiência 

do transporte do BDNF vesicular ao longo dos microtúbulos (22). Baseado nisso, o 

polimorfismo Val66Met do BDNF mostrou-se um ótimo candidato como efeito 

modificador na variabilidade da idade de início em pacientes com DH. 

Em nossa amostra, as freqüências alélica e genotípica não apresentaram 

diferença entre o grupo de indivíduos normais e o grupo de pacientes com DH. As 

freqüências alélicas e genotípicas em indivíduos normais e em pacientes com DH para o 

polimorfismo Val66Met previamente estabelecidas em 2005 em pacientes de origem 

espanhola também não demonstraram diferença estatisticamente significativa (17). 

Nesse estudo, o número de repetições CAG foi responsável por 72% da 

variabilidade, valor muito semelhante ao encontrado em estudos realizados previamente 

(7, 17, 23, 24, 25).  

Comparando o polimorfismo Val66Met do BDNF com a variação da idade de 

início no nosso estudo, observamos que pacientes com o genótipo Val66Met 

apresentaram um início da doença mais tardio quando comparados com pacientes com o 

genótipo Val66Val. Esse dado está de acordo com um estudo realizado previamente 

(17). Apesar do genótipo Met66Met apresentar uma idade de início mais tardia, a média 
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de idade de início em pacientes com esse genótipo não foi estatisticamente diferente dos 

demais. Mas, esse resultado deve ser considerado com cautela, visto que esse genótipo 

apresentou uma baixa freqüência na nossa amostra. Esse dado também foi previamente 

observado (17). Outros estudos realizaram a mesma análise e não encontraram 

associação do polimorfismo com a idade de início da doença (7, 8, 24, 25). 

Essa diferença entre os estudos pode ser devido à variação étnica entre as 

populações ou simplesmente pela diferença no tamanho da amostra entre os estudos. No 

presente trabalho e no trabalho de Alberch, em 2005, o tamanho das amostras foram 

menores que os outros quatro, assim é possível que não retratem o que acontece na 

população como um todo. Portanto, o aumento do número de amostras analisadas 

deverá produzir resultados mais representativos da nossa população. 

No entanto, estudos recentes demonstraram que para ambos, BDNFVal66Val e 

BDNFVal66Met, a huntingtina mutante não prejudica o transporte do retículo 

endoplasmático para o complexo de Golgi, mas ela altera o transporte pós-Golgi do 

BDNF vesicular. Em especial, o transporte pós-Golgi do BDNFVal66Val é bloqueado 

significativamente, enquanto que o transporte de BDNFVal66Met não é afetado. Esse dado 

indica claramente que a huntingtina mutante afeta somente o transporte do BDNFval66Val 

sem causar a retenção do BDNFVal66Met no complexo de Golgi (16). Além disso, uma 

diminuição do nível de BDNF foi associada a uma antecipação do início da DH e à um 

aumento da gravidade das alterações motoras (14). 

 Esses dados corroboram o achado desse estudo, visto que o BDNF é essencial 

para a sobrevivência dos neurônios estriatais (26). A diminuição desses níveis, devido à 

presença da huntingtina mutante e do genótipo Val66Val, causa morte precoce de 

neurônios e, conseqüentemente, os sintomas se manifestam na ausência da proteção do 

BDNF. 
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 O presente trabalho, assim como outros dados publicados anteriormente, 

indicam que o BDNF tem um papel importante na patofisiologia da DH. O BDNF não é 

um indutor da DH e as alterações do BDNF não são responsáveis pelo início da doença, 

mas os dados obtidos nesse trabalho sugerem que o polimorfismo Val66Met do BDNF 

pode estar associado com a idade de início da DH na população regional. Esses dados 

indicam que a administração de BDNF pode ser um bom alvo para terapias de proteção 

do início da DH ou, até mesmo, para impedir ou diminuir a progressão da doença. 
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Legendas 

 

Figura 1. Relação entre a idade de início e o número de repetições CAG nos alelos 

mutantes, para os genótipos do polimorfismo Val66Met do BDNF. A linha indica a 

regressão linear em toda a amostra (n=47), depois da transformação logarítmica da 

idade de início (R2=0,725). 

. 
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Tabela 1. Freqüências genotípicas e alélicas do polimorfismo Val66Met do gene BDNF no grupo controle e no grupo de indivíduos com DH. As 

freqüências relativas de cada grupo estão entre parênteses. 

 

Genótipos Alelos 
Grupo n 

Val/Val Val/Met Met/Met 
Valor p n 

Val66 Met66 
Valor p 

74 25 1 173 27 
Controle 100 

(0,740) (0,250) (0,010)  
200 

(0,865) (0,135) 

 

     0,174a    0,440b 

33 11 3 77 17 
Pacientes com DH 47 

(0,702) (0,234) (0,064)  
94 

(0,819) (0,181) 

 

 

a χ2= 3.501; gl=2 

b χ2= 0.595; gl=1 
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Figura 1. 
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ANEXO 

 

 Normas para submissão do manuscrito da revista científica “Clinical Genetics”.  
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