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RESUMO
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A sindrome de Down (SD) é uma aberracdo cromossdmica atribuida a presenca
de trés coépias dos genes localizados no cromossomo 21. Ocorre com uma
freqUéncia estimada de um individuo em 600 nascidos vivos e de uma em 150
concepcoes. Os mecanismos relacionados com a nao-disjuncdo do cromossomo
21 nao foram ainda elucidados e embora a idade materna avangada seja um fator
de risco, a maioria das criangas com SD nasce de maes com menos de 30 anos.
Um mecanismo proposto para explicar a ndo-disjungdo cromossémica consiste na
hipometilagcdo do centrémero levando a formacao anormal do cinetécoro e ligacao
anormal dos microtdbulos. Tal mecanismo teria uma etiologia multifatorial e entre
os fatores genéticos estariam as variantes polimoérficas de enzimas envolvidas no
metabolismo do folato. A via bioquimica do folato pode influenciar a estabilidade
do DNA de dois modos: o primeiro esta relacionado com a funcdo que o folato
desempenha na transferéncia de unidades de 1-carbono para a biosintese de
novo de nucleotideos. Baixa concentragao intracelular de 5, 10-metilenoTHF leva
a uma diminuicdo da sintese de timidilato e a incorporacdo errbnea de dUTP
durante a replicacdo do DNA; o segundo modo envolve a producado de
S-adenosilmetionina (SAM), o principal doador de grupos metil para a maioria das
reacdes de metilacado, incluindo a metilacdo CpG. Baixa concentracdo intracelular
de 5,10-metilenoTHF é associado com baixa produgdo de SAM e
consequentemente com a hipometilacdo do DNA. Diante disso, o objetivo do
trabalho foi determinar se os polimorfismos MTHFD-1 1958G>A, TCIl 776C>G,
MTR 2756A>G, MTRR 66 A>G, RFC-1 80G>A e SHMT-1 1420C>T representam
fatores de risco para gestacées com SD. Para isso foi realizada a técnica de PCR
utilizando 200 amostras de DNAs de maes de portadores de SD (MSD) e 340
amostras de DNAs controles seguida por digestdo enzimatica dos produtos
obtidos e anadlise estatistica dos resultados. Comparando a distribuicdo genotipica
no grupo MSD e controle foi observado que o polimorfismo TCIl 776C>G
apresentou uma diferenca estatisticamente significativa: 4 2 = 13,10 e p=0,0014.
Nossos resultados indicam que mulheres com gendtipo heterozigoto para o
polimorfismo TCIl 776C>G possuem um risco duas vezes maior de gerarem

criangcas com SD.
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ABSTRACT
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Down syndrome is a chromosome abnormality caused by the presence of three
copies of genes located in the chromosome 21. It occurs in an estimated frequency
of one out of 600 liveborns and one out of 150 conceptions. The mechanism
related to the non-disjunction of the chromosome 21 has not been totally
understood and even though the mother’s age is a risk factor, most DS children are
born to mothers aged less than 30. One mechanism proposed to explain the
chromosome non-disjunction is the centromeic hypomethylation that causes
abnormal formation of kinetochore and abnormal links of the microtubules. Such a
mechanism is thought to have a multifactorial etiology and among the genetic
factors are polymorphic variants of enzymes involved in folate metabolism. The
biochemical pathway of the folate influnces the DNA stability in two ways: the first
is related to the role of folate in one carbon unit transfer during “de novo” synthesis
of nucleotides. Low levels of 5, 10-methylenetetrahydrofolate
(5, 10-methyleneTHF) lead to a decrease in thymidylate synthesis and the
misincorporation of the dUTP during replication of DNA; the second way involves
the production of S-adenosyl methionine (SAM), the main donor of methyl to most
methylation  processes, incluing CpG methylation. Low intracellular
5,10-methyleneTHF is associated with low SAM production and consequently with
DNA hypomethylation. Therefore, the purpose of the study was determining if the
polymorfisms MTHFD-1 1958G>A, TCIl 776C>G, MTR 2756A>G, MTRR 66A>G,
RFC-1 80G>A e SHMT-1 1420C>T represent risk factors for DS pregnancies. So
we used techniques of PCR followed by restriction enzyme analysis of 200 DNAs
of mothers of DS children (MSD) and 340 DNAs of control mothers with statistic
analyses of the results. Comparing the genotypic distribution in the groups MSD
and control it has been observed that polymorphism TCIl 776C>G showed a
statistically remarkable difference: 4* ) = 13,10 e p=0,0014. Our results show that
women that have heterozigote genotype for polymorphism TCIl 776C>G have two
times higher risk of generating DS children.
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1.1- Aneuploidia

Aneuploidia é uma aberracdo cromossGmica na qual o numero de
cromossomos nao € multiplo exato do niumero haploéide caracteristico da espécie.
As aneuploidias consistem em monossomias (presenca de apenas uma cépia de
um cromossomo em uma célula) e trissomia (tirés copias de um cromossomo em
uma ceélula) (Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004). Ocorre em
aproximadamente 0,3% dos nascidos vivos, 4% dos natimortos e em mais de 35%

de todos os abortos espontaneos (Fritz et al., 2001; Hassold e Hunt, 2001).

A condicao aneuploide mais comum compativel com a sobrevivéncia a
termo é a sindrome de Down (SD), descrita por John Langdon Down em 1866
(Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004).

1.2- Sindrome de Down

A SD pode ser diagnosticada ao nascimento ou logo apés por suas
caracteristicas dismorficas que variam entre os pacientes mas sempre produzem
um fendtipo caracteristico: ponte nasal baixa, fissuras palpebrais obliquas para
cima, orelhas pequenas e algumas vezes com aspecto dobrado peculiar, uma
regido malar e maxilar achatada, bochechas arredondadas, cantos da boca
voltados para baixo, pescoc¢o curto, occipital achatado e maos e pés mais largos e
curtos (Figurat).

Figura 1- Caracteristicas fenotipicas dos portadores de SD

Introdugéo
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Aproximadamente 50% dos individuos com SD possuem uma prega de

flexdo palmar transversal Unica (Figura 2).

Figura 2- Presenca de prega de flexao palmar transversal unica.

O ténus muscular diminuido (hipotonia) é uma caracteristica altamente
consistente, que ajuda a fazer o diagnéstico (Cooleu e Graham, 1991; Opitz e
Gilbert-Barness, 1991; Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004).

Varios problemas médicos significativos ocorrem com freqiéncia entre
bebés e criangas com SD: obstru¢do do duodeno ou atresia do eséfago, duodeno
ou anus, perda de audi¢cdo condutiva e algumas vezes neural, hipotiroidismo e
anomalias nos olhos. Infecgcbes respiratérias sao muito comuns e o risco de
desenvolver leucemia € 10 a 15 vezes maior quando comparado a populagdo em
geral. Aproximadamente 40% desses individuos nascem com defeitos estruturais
do coracdo. O mais comum € um canal atrio-ventricular, um defeito no qual os
septos interatrial e interventricular ndo se fundem normalmente durante o
desenvolvimento fetal. O resultado é o fluxo de sangue do lado esquerdo do
coracdo para o lado direito e, entdo, para a circulagdo pulmonar, produzindo

Introducéo
42



hipertensdo pulmonar. Defeitos no septo ventricular também s&o comuns.
(Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004).

A SD é a mais importante causa genética de retardo mental ocorrendo
com uma freqUéncia estimada de um individuo em 600 nascidos vivos € uma em

150 concepgdes (Hassold et al., 2001).

1.3- Etiologia da Sindrome de Down

A SD é decorrente do excesso de material genético proveniente do
cromossomo 21. Isto pode ocorrer por trissomia livre em todas as células do
individuo, trissomia livre em parte das células do individuo (mosaicismo) e

translocacao cromossémica (Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004).

1.3.1- Trissomia livre presente em todas as células

Em aproximadamente 95% dos portadores da SD observa-se um
cromossomo 21 extra em todas as células, resultando num cariétipo constituido
por 47 cromossomos (47, XY, +21 ou 47, XX, +21) (Thompson et al., 2002;
Jorde et al., 2004) (FIG. 3). O mecanismo genético que leva a trissomia livre é a
nao-disjungao, durante a meiose, do par de cromossomos homdlogos (anafase 1),
ou de cromatides irmas (anafase Il) resultando na formacao de um gameta com 24

cromossomos (Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004).

A origem do cromossomo extra € materna em 93% dos casos e cerca
de 75% dessas nao-disjuncbes maternas ocorrem durante a meiose |
(Lemaire-Adkins et al., 1997; Hunt & Lemaire-Adkins, 1998; Picton et al., 1998;
Hobbs et al., 2000; Jorde et al., 2004).

O risco de recorréncia é estimado em 1%. Irmaos de portadores nao
apresentam risco aumentado de terem criangas afetadas (Thompson et al., 2002;
Jorde et al., 2004).
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Figura 3- Cariotipo constituido por 47 cromossomos, onde ha trés copias do
cromossomos 21 (47, XY, +21).

1.3.2- Mosaicismo

O mosaicismo € visto em aproximadamente 2% a 4% dos nativivos com
SD. Esses individuos possuem algumas células somaticas normais e algumas
células com trissomia do 21. O fenétipo pode ser mais brando, mas ha uma ampla
variabilidade de fendtipos entre os pacientes o que possivelmente reflete a
proporcdo variavel de células com trés coOpias do cromossomo 21
(Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004).

1.3.3 - Rearranjos cromossémicos

Cerca de 4% dos pacientes com SD tém 46 cromossomos, um dos
quais tem uma translocagao robertsoniana entre o cromossomo 21q e 0 brago
longo de um dos outros cromossomos acrocéntricos (em geral o cromossomo 14

ou 22) (Figura 4). Quando a mae € a portadora da translocagdo, ha um risco
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estimado de 12% da mesma ter outra crianga com SD e, quando o pai € portador
da translocagédo o risco estimado é de 3%. A razado desse fato ainda nao esta
esclarecida (Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004).

t (14;21)

i, 28z

Translocacgdo Robertsoniana

Figura 4- Translocacao Robertsoniana entre os cromossomos 14 e 21.

Em cerca de 3/4 dos pacientes, essa translocacao nao esta presente
num dos genitores, mas € decorrente de um erro durante a gametogénese de um
deles, originando um évulo ou um espermatozdide portador de translocagéo.
Nesses casos o risco de recorréncia para nascimento de outros filhos afetados é
de 2 a 3% (Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004).

Em uma pequena proporcdo dos pacientes com SD é visto um
cromossomo constituido de dois bragos longos do cromossomo 21 (21q;21q)
(Figura 5). Embora esta seja uma anomalia rara, ela é importante porque todos os
gametas de um portador de tal cromossomo devem conter ou 0 Cromossomo
219;21g, com sua dose dupla de material genético, ou ndo apresentar nenhum
representante do cromossomo 21. A prole, portanto, ou tem SD ou monossomia
do 21 que raramente é viavel (Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004).
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Figura 5- A: Isocromossomo 21q;21qg. B: Esquema ilustrando um isocromossomo
21qg;21q

Muito raramente a SD é diagnosticada em pacientes nos quais apenas
uma parte do brago longo do cromossomo 21 esta presente em triplicata. Estes
pacientes sdao de particular interesse porque podem mostrar qual regido do
cromossomo 21 provavelmente é responsavel por componentes especificos do
fendtipo (Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004).

1.4- Efeito do desequilibrio génico

O cromossomo 21 representa cerca de 1 a 1,5% do genoma humano,
sendo o menor cromossomo do complemento autossémico. O brago longo (21q)
possui aproximadamente 37Mb. O brago curto (21p) consiste basicamente de uma
regidao organizadora de nucléolo contendo mudltiplas cépias de genes que
codificam RNA ribossémico e uma regido composta de seqiéncias de DNA
altamente repetitivas (Antonarakis, 1998). Os genes localizados no braco curto
parecem nao ser essenciais para o desenvolvimento normal, j& que a sua
duplicacdo ou delecdo geralmente resulta em poucas manifestacdes fenotipicas
observaveis (Caponi, 2001).
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Hattori et al. (2000) verificaram, ap6s o sequenciamento total do
cromossomo 21, a existéncia de 225 genes e 59 pseudogenes, entretanto em um
estudo mais recente Roizen e Patterson (2003) estimaram o conteddo génico em
329 genes, incluindo 165 genes confirmados experimentalmente, 150 modelos de
genes baseados em bancos EST (“Expressed Sequence Tag”) e 14 predicbes

computacionais.

Varias pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de delimitar uma
regido minima responsavel pela maioria das caracteristicas da sindrome,
entretanto ainda ndo ha um consenso entre os pesquisadores. A principio toda a
regiao 21922 foi considerada a regiao critica. Dos genes mapeados no referido
segmento cromossOmico destacam-se: gene APP que codifica a proteina
precursora amiléide; gene CBS (cistationina betasintase), relacionado a
homocistindria; gene CD18, associado a sindrome autossémica recessiva de
baixa resisténcia a infec¢gées bacterianas; e o gene AML 1, envolvido no subtipo
M2 da leucemia miel6ide aguda (Petreson, 1994) (Figura 6).

Korenberg et al. (1994) consideraram a regido abaixo do locus D21S55
(21922.3) como responsavel pelas caracteristicas da SD. Fuentes et al. (1995),
entretanto, sugerem que a regido localizada cerca de 3Mb ao redor do marcador
D21S55 (21922.3) seja a regido que determina as manifestac¢des clinicas.

Posteriormente Antonarakis (1998) definiu uma regidao de 4Mb entre os
marcadores D21S17 (21922.2) e ETS2 (21922.3|21922.2) como a regido critica.
Os genes localizados nesse segmento cromossémico estariam relacionados com
o retardo mental, hipotonia muscular, retardo de crescimento, frouxidao

ligamentar, além de oito caracteristicas dermatolégicas e faciais.

Analisando pacientes com trissomia parcial Vidal-Taboada et al. (1998)
mapearam uma segunda regido entre os marcadores D21S55 (21922.3) e MX1
(21922.3) que inclui genes responsaveis por caracteristicas dermatologicas e
faciais (ponte nasal achatada, boca aberta, fendas palpebrais elevadas, pregas
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epicanticas, lingua protusa e perfil facial achatado) e, em alguns casos, demonstra
estar associada a cardiopatia, retardamento mental e estenose doudenal.

s QN

12 ————

222
223

202517
021555
ETZ2

= MX1

Figura 6- Mapa esqueméatico do cromossomo 21 mostrando regides definidas
como criticas da SD. Fonte: Rahmani et al., 1989.

1.5- Etiologia da nao-disjuncao

O motivo da ndo-disjuncédo cromossdmica ainda é pouco compreendido.
A alta porcentagem dos casos nos quais 0S gametas anormais se originam
durante a meiose | materna sugere associacao entre idade materna avancada e
aumento na incidéncia da progénie com SD (Lamb et al., 1996; Thompson et al.,
2002; Jorde et al., 2004).

Algumas hipéteses foram formuladas para tentar explicar as possiveis
causas da interferéncia da idade materna, dentre elas a de que o longo periodo de
suspensao da divisdo celular na fase préfase | danificaria os componentes do fuso

meibtico. Isso ocorreria devido a fatores intrinsecos ou ao acumulo de danos
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ambientais. Irradiacdo e ions de metais pesados, por exemplo, poderiam afetar os
ovocitos através da producao intracelular de radicais livres ou efeitos oxidativos
(Polani et al., 1960; Tease e Fisher, 1991; Thompson et al., 2002;
Jorde et al., 2004).

Apesar da idade materna ser um fator de risco conhecido a maioria das
criangcas com SD nasce de maes com menos de trinta anos (James et al., 1999;
Eskes, 2006). No estudo realizado por Gusméao et al. (2003) estimou—se em
43,6% o percentual de casos de SD dependentes da idade materna.

Um mecanismo proposto para explicar a ndo-disjuncdo cromossdémica
consiste em alteracbes no padrao de metilacdo do centrébmero e da regido
pericentromérica. O centrbmero é necessario para assegurar a distribuicao
equitativa dos cromossomos replicados as células filhas (Karpen e Allshire, 1997).
A estrutura secundaria da  heterocromatina  pericentromérica, nas
seqUéncias-satélites repetitivas, esta envolvida na ligacdo de proteinas ao DNA e
na coesao entre cromatides irmas (Renauld e Gasser, 1997; Clarke 1998;
Cobb et al., 1999), portanto é uma estrutura de fundamental importancia durante a
divisdo celular. Essas regides sao geralmente metiladas e proteinas como a
MeCP2 se ligam a esses grupos metil num complexo com histonas-desacetilases,
resultando numa desacetilacao local e consequiiente condensacdo da cromatina
requerida para uma segregacao cromossdémica normal. A hipometilacdo do DNA
causaria uma instabilidade da cromatina centromérica e pericentromérica com
consequente formagdo anormal do cinetécoro e ligagdo anormal dos microtubulos
levando a nao-disjuncdo cromossémica (Adams, et al., 1990; Foss et al., 1993;
Karpen e Allshire, 1997; Ji et al., 1997; James te al., 2003; Sciandrello et al., 2004;
Wang et al., 2004; Bonadia et al., 2005; Martinez-Frias et al., 2006).

Estudos clinicos e experimentais dao suporte a uma associagao entre a
hipometilacdo do DNA e a instabilidade cromoss6mica, como por exemplo,
estudos realizados com 5-azactidina, um potente agente desmetilante. Culturas de
células tratadas com esse agente mostram uma descondensacao
pericentromérica e erros de segregagcdo durante a divisdo celular
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(Leyton et al., 1995; Vig & Hallet, 2000). Os resultados obtidos por Lengauer et al.
(1997) e Qu et al. (1998) também relatam uma associacdo entre instabilidade
cromossémica e aneuploidias, observadas em tumores humanos, e hipometilacao

do DNA genbmico.

A hipometilagdo ocorreria devido a multiplos fatores e entre os fatores
genéticos estariam as variantes polimorficas de enzimas envolvidas no
metabolismo do Folato (Balaghi e Wagner, 1993; Pogribny et al., 1995;
Fowler et al., 1998; Jacob et al., 1998; James, et al., 1999; Hobbs, et al., 2000;
Barkai et al., 2003; Beetstra et al., 2005; Bonadia et al., 2005; Martinez-Frias
et al., 2006).

Estudos sugerem que deficiéncia de folato resulta em quebra na fita de
DNA (Blount et al., 1997; Pogribny et al., 1997; Duthie, 1999), recombinacao
cromossdmica alterada (Knnutila et al.,, 1978; MacGregor et al.,, 1997) e
segregacao cromossOmica aberrante (Libbus et al., 1990; Leyton et al., 1995;
Chen et al., 1998; Titenko-Holland et al., 1998; James et al., 1999; Xu et al., 1999).

James et al. (1999) avaliaram 41 maes de portadores de SD e
constataram uma concentracdo de folato no plasma significativamente menor do

que a concentragdo encontrada no grupo controle.

Hobbs et al. (2000) relataram uma redugédo de 53% na frequéncia de
micronucleos (pequenos nucleos de cromatina presentes no citoplasma da célula
decorrentes de quebra cromossémica ou segregacao anormal) em mulheres que
receberam 10mg de folato por dia, durante dois meses.

A principal funcdo do folato é fornecer unidades de 1-carbono para a
sintese de guanina, adenina, timina e para a sintese de metionina. A metiniona
reage com adenosina trifosfato para formar S-adenosilmetionina (SAM), essencial
para rea¢6es de metilagcéo, incluindo a metilagdo do DNA (Scholl e Jonhson, 2000;
Eskes, 2006).
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1.6- Folato

Folato é uma vitamina do complexo B. Caracteriza-se por ser um
composto hidrossoluvel, amarelo e cristalino encontrado nos alimentos: espinafre,
feijao branco, aspargos, verduras de folhas escuras, couve-de-bruxelas, soja e
derivados, laranja, meldo, maga, brocolis, gema de ovo, figado, peixes, gérmen de
trigo, salsinha, beterraba crua e amendoim (Beetstra et al., 2005). Acido félico é a
forma sintética do folato, encontrada em suplementos vitaminicos e alimentos
fortificados (Beetstra et al., 2005).

Suprimento insuficiente de folato durante a gravidez esta associado
com acréscimo do risco de aborto espontaneo, nascimento prematuro, retardo do
crescimento fetal, malformacbées nefrouroldgicas, cardiopatias congénitas e
defeitos do tubo neural (DTN) (Castaner, 2003; El-Khairy et al., 2003;
Marco et al., 2006).

O papel do acido félico no sistema nervoso central ndo se limita a sua
formacao e desenvolvimento como também se estende a sua preservacao

anatémica e funcional nas diferentes etapas da vida (Castafier, 2003).

Na infancia os diferentes erros congénitos de absorcdo e de
metabolismo do folato causam uma grande variedade de sintomas que incluem
convulsdes, atraso psicomotor e alteracdes de comportamento (Castarier, 2003).

A predisposigao ao cancer mediada por folato se atribui a hipometilagao
do DNA, fragilidade cromossdmica e incorporacao de uridilato ao DNA ao invés de
timidilato  (Sutherland, 1979; Heath, 1996; Mason e Levesque, 1996;
Kim, et al., 1997; Duthie, 1999).

O folato pode ser absorvido ao longo de todo o intestino delgado,
preferencialmente no jejuno. Antes de sua absorgao o folato da dieta necessita ser
hidrolisado a monoglutamato pela enzima intestinal pteroilpoliglutamato hidrolase
ou glutamil hidrolase, uma hexopeptidase zinco-dependente, que cliva a cadeia de
poliglutamatos no primeiro residuo (Hayashi et al., 2007) (Figura 7).
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A etapa hidrolitica € seguida pelo transporte através da membrana
celular realizado pela enzima transportadora de folato reduzido 1 (RFC-1) e por
receptores membranares de folato. No interior da célula, é rapidamente reduzido
para dar origem primeiro ao acido 7,8-dihidrofélico (DHF) e em seguida ao acido
tetrahidrofélico (THF) (Chango et al., 2000; Hishida et al., 2003; Hayashi et al.,
2007) (Figura 7).

Metilenotetrahidrofolato dehidrogenase (NADP dependente) 1 /
meteniltetrahidrofolato ciclohidrolase / formiltetrahidrofolato sintetase
(MTHFD1) cataliza a conversdo do tetrahidrofolato para o correspondente
10-formilTHF, 5,10-metenilTHF e 5,10-metilenoTHF. 10-Formiltetrahidrofolato e
5,10-metilenotetrahidrofolato sdo doadores de cofatores para biosintese de novo
de purina e pirimidina e entdo para a biosintese de DNA. MTHFD1 também
desenvolve um papel no metabolismo de homocisteina fornecendo
5,10-metilenotetrahidrofolato que € reduzido a 5-metiltehidrofolato (5-metilTHF)
pela enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR). 5-metilTHF fornece grupo
metil para a conversdo de homocisteina a metionina, assegurando desse modo o
abastecimento de S-adenosilmetionina (SAM), principal doador de metil para a
maioria das reacgles bioldgicas de metilacdo, incluindo a metilacdo do DNA
(Zijno et al., 2003; Beetstra, et al., 2005; Hayashi et al., 2007; Biselli et al., 2008)
(Figura 7).

A remetilagdo da homocisteina a metionina é catalizada pela
5-metiltetrahidrofolato homocisteina metiltransferase (MTR), uma enzima
vitamina B2-dependente.

O aumento de homocisteina no plasma e nas células, decorrente da
deficiéncia de folato ou vitamina Bi,, € associada com complicacées durante a
gravidez tais como hipertensdo, pré-eclampsia, restricdo do crescimento
intrauterino, rompimento da placenta, morte fetal, além de ser considerado um
fator de risco para arteriosclerose, trombose e doencas cardiacas (Nelen et al.,
2000; El-Khairy et al., 2003; Konrad et al., 2004; Meyer et al., 2004).
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O transporte de vitamina B, para os tecidos é realizado pela
Transcobalamina Il (TCIl). A enzima 5-metiltetrahidrofolato-homocisteina
metiltransferase redutase (MTRR) mantém a MTR no estado ativo e por isso é

de grande importancia no metabolismo (Hayashi et al., 2007) (Figura 7).

Ap6s ter doado o grupo metil, 5-metiiTHF ¢é convertido em
tetrahidrofolato (THF). Subsequientemente a enzima serina
hidroximetiltransferase citoplasmatica (cSHMT-1) cataliza a transferéncia
reversivel de um grupo hidroximetil da serina para o THF formando glicina e
5,10-metilenoTHF (Brody et al., 2002; Herbig, et al., 2002; Hayashi et al., 2007)
(Figura 7).

O substrato 5,10 metilenoTHF é doador de radical monocarbonado para
metilacdo irreversivel de desoxiuracila monofosfato (dUMP) a desoxitimina
monofostato (dTMP). A sintese de dTMP resulta na oxidacdo do 5,10
metilenotetrahidrofolato para DHF que € posteriormente convertido a THF (Herbig,
et al., 2002; Hishida, et al., 2003) (Figura 7).

Desse modo, o presente estudo sugere que metabolismo anormal do
folato, devido a polimorfismos que prejudicam o funcionamento das enzimas
MTHFD-1, TCIl, MTR, MTRR, RFC-1 e SHMT-1, afetaria a metilacado e a sintese

de DNA tendo como conseqliéncia a nao-disjuncao do cromossomo 21.
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Figura 7- Figura esquematica demonstrando o metabolismo do folato.
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1.7- Aspectos genéticos

1.7.1- MTHFD-1

O gene MTHFD-1 codifica uma proteina citoplasmatica que possui trés
atividades enzimaticas distintas: 5,10-metilenotetrahidrofolato dehidrogenase,
5,10-meteniltetrahidrofolato ciclohidrolase e 10-formiltetrahidrofolato sintetase.
Cada uma dessas atividades catalisa uma de trés reacbes seqlenciais na
conversao de unidades de 1-carbono derivados do tetrahidrofolato. As atividades
enzimaticas sado conferidas por dois dominios principais: uma porcao
aminoterminal que contém as atividades de dehidrogenase e ciclohidrolase e um
dominio maior que contém a atividade de sintetase (Wang et al., 2007).

Esse gene localiza-se no cromossomo 14 na regidao 14924, consiste em
28 exons e a proteina possui 935 aminoacidos (Howard et al., 2003, Marco, et al.,
2006).

O SNP (polimorfismo em um unico nucleotideo) MTHFD1 1958G>A
leva a troca do aminoacido arginina pelo aminoacido glutamina e esta associada
ao aumento no risco de nascimento de criangas com DTN, cancer gastrico,
desordem bipolar e esquizofrenia (Brody et al., 2002; Parle-McDermott et al.,
2006; Kempisty et al., 2007; Wang et. al, 2007).

O polimorfismo G1958A encontra-se no dominio
10-formiltetrahidrofolato sintetase. Cheng et al. (2005), Li et al. (2005) e
Wang et al. (2007) sugerem que essa alteracdo pode ter uma consequéncia
funcional para a enzima, uma vez que essa substituicdo de aminodacidos foi
também associada a alteracbes no nivel de folato sérico e homocisteina em

familias com doenca cardiaca congénita.
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1.7.2- SHMT -1

O gene SHMT-1 localiza-se no cromossomo 17 na regido 17p11.2,
consiste em 12 exons e a proteina possui 125 aminoacidos. O splicing alternativo
desse gene resulta em dois transcritos diferentes: SHMT-1 e SHMT-2 que
codificam, respectivamente, as isoformas presentes no citoplasma e na
mitocOndria (Stover et al., 1997; Girgis et al., 1998).

O SNP SHMT-1 1420C>T foi avaliado quanto a uma possivel
associacao com aumento no risco de gerar criancas com DTNs. O resultado desse
estudo relatou que o gendtipo TT era mais freqiente no grupo controle
(Heil et al., 2001).

Heil et al. (2001) observaram uma reducédo de folato no plasma e nas

células sanguineas vermelhas em individuos com gendtipo CC.

1.7.3- RFC-1

O gene RFC-1 localiza-se no cromossomo 21 na regido 21g22.3,
consiste em 25 exons e a proteina tem 1148 aminoéacidos (on-line 1).

O SNP RFC-1 80G>A leva a troca do aminoacido histidina pelo
aminoacido arginina (Chango et al., 2000; Marco et al., 2003).

A presenca do alelo variante A foi associada com pressdo sanguinea
alta em populacdes idosas. Diante disso, Dufficy et al. (2006) sugerem que o

polimorfismo G80A causa um dano funcional a enzima.

1.7.4- MTRR

O gene MTRR localiza-se no cromossomo 5 na regido 5p15.3-p15.2,

consiste em 15 exons e a proteina tem 725 aminoéacidos (on-line 2).
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A vitamina B12, cofator da enzima MTR, torna-se oxidada levando a
inatividade da MTR. A regeneracdo dessa enzima é obtida por um sistema
complexo de oxi-reducdao dependente de NADPH catalisado pela MTRR
(Vilaseca et. al., 2003).

O polimorfismo MTRR 66A>G leva a troca de uma isoleucina por uma
metionina (Wilson et al., 1999). O efeito bioquimico dessa substituicdo € ainda
desconhecimento e tem sido associado a hiperhomocisteinemia, DTN e diversos
tipos de canceres (Zijno et al., 2003; Wilson et al., 1999).

1.7.5- MTR

O gene MTR localiza-se no cromossomo 1 na regidao 1943, consiste em

33 exons e a proteina tem 1265 aminoacidos (Gos e Szpecht-Potocka, 2002).

O polimorfismo MTR 2756A>G leva a troca de um &cido aspartico por
uma glicina e estd associado com aumento no risco de linfoma maligno,
hiperhomocisteinemia, homocistinuria, anemia megaloblastica, DTN e cancer de
bexiga (Fenton e Rosemberg, 1995; Rosenblatt, 1995; Christensen et al., 1999;
Habib et al., 2005; Ouerhani et al., 2007).

1.7.6- TCII

O gene TCll localiza-se no cromossomo 22 na regido 22q12.2, consiste

em 9 exons e a proteina tem 427 aminoacidos (on-line 3).

Estudos indicam que o SNP TCI/l 776C>G causaria uma perda de
afinidade da enzima transcobalamina com a vitamina Bi, devido a alteragcées no
sitio de ligacdo ou a modificacbes na estrutura secundaria da enzima
(Afman et al., 2001; Afman et al, 2002) e alteragdes no nivel de transcricdo do
gene TCII (Namour et al., 1998; Namour et al., 2001; Béttiger e Nilsson 2007)
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Esse polimorfismo estd associado com hiperhomocisteinemia, fenda
labial com ou sem fenda palatina, acréscimo no risco genético de aborto
espontaneo e de criancas afetadas por DTN (Afman et al., 2002; Castel-Dunwoody
et al., 2005; Martinelli et al., 2006).
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2.1- Objetivo geral

Determinar, através de um estudo de associacao, se a presenca dos
polimorfismos MTHFD-1 1958G>A, TCII 776C>G, MTR 2756A—G, MTRR 66A>G,
RFC-1 80G>A e SHMT-1 1420C>T representam fatores genéticos de risco para o

nascimento de criangas com SD.

2.2- Objetivos especificos

= Determinar a frequéncia alélica, na amostra CONTROLE e de mées
de portadores de SD (MSD), dos polimorfismos:

= 1958G>A do gene MTHD-T,
= 776C>G do gene TClII;

» 2756A>G do gene MTR,;

» 66 A>G do gene MTRR,;

» 80G>A do gene RFC-1,

= 1420C>T do gene SHMT-1.

= Verificar se a distribuicdo genotipica dos polimorfismos estudados

difere significativamente entre MSD e controle.
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A trissomia do cromossomo 21 ocorre com uma alta freqiéncia na
populacdo mundial, em todas as racas e em ambos os sexos. Embora a idade
materna avancada seja um fator de risco, estudos relatam que a maioria dos
portadores de SD nasce de maes com menos de trinta anos. Diante desses fatos
e da importadncia clinica dessa sindrome, esforgcos consideraveis tém sido

dedicados para definir a causa da nao-disjungdo do cromossomo 21.

Trabalhos recentes dao suporte a uma associacdo entre a
hipometilacdo do DNA, instabilidade cromoss6mica e segregacado anormal. Assim
sendo, com a finalidade de contribuir para a descoberta de mecanismos genéticos
que aumentam o risco de SD, foram escolhidas como foco deste estudo variantes
polimoérficas de enzimas envolvidas no metabolismo do folato, uma via bioquimica

importante na sintese e metilacdo do DNA.

A escolha dos polimorfismos foi baseada no suposto dano funcional que
esses causam nas enzimas, visto que dados da literatura os associam com outras

manifestagdes clinicas.
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4.1- Aspectos éticos da pesquisa

O presente estudo foi submetido & aprovagdo pelo Comité de Etica em

Pesquisa da FCM-UNICAMP e teve inicio apds aprovagéao (Anexo 1).

4.2- Desenho do estudo

Trata-se de um estudo de associagao, ou seja, do tipo caso-controle. O
estudo de associagao é eficaz para detectar fatores de predisposicdo associados

a doencgas complexas (Strachan e Reado, 2002b).

4.3- Casuistica
Foram analisados 200 MSD, com idade menor que 35 anos.

O grupo controle foi constituido de 340 maes, também com idade
menor que 35 anos, que nao tiveram filhos com aberracbes cromossémicas,

defeito de tubo neural e também nao relataram terem sofrido aborto.

Todos os casos de sindrome de Down incluidos no estudo foram
originados por trissomia livre (47,XX,+21 ou 47,XY,+21).

O poder estatistico da amostra, calculado através do programa

computacional G*Power3, versao 3.0.5, foi de 99% (Faul et al., 2007).

4.4- Métodos

Os DNAs utilizados na pesquisa fazem parte do Banco de DNAs do
Laboratério de Genética Molecular da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da
UNICAMP.

Casuistica e Métodos
69



A analise do polimorfismo 1958G>A do gene MTHFD-1 foi realizada por
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) seguido por digestdo enzimatica
conforme descrito por Konrad et al. (2004). A substitui¢cdo leva a perda de um sitio

de restricdo para a endonuclease Mspl.

A andlise do polimorfismo 1420C>T do gene SHMT-1 foi realizada por
PCR seguido por digestdo enzimatica conforme descrito por Heil et. al. (2001). A
substituicdo leva a perda de um sitio de restricao para a endonuclease Eam 11041.

A analise do polimorfismo 80G>A do gene RFC-1 foi realizada por PCR
seguido por digestdo enzimatica conforme descrito por Chango et al. (2000). A

substituicdo leva a perda de um sitio de restricao para a endonuclease Cfol.

A analise do polimorfismo 2756A>G do gene MTR foi realizada por PCR
seguido por digestdo enzimatica conforme descrito por Leclerc et al. (1996). A

substituicdo cria um sitio de restricdo para a endonuclease Haelll.

A analise do polimorfismo 66A>G do gene MTRR foi realizada por PCR
seguido por digestdo enzimatica conforme descrito por Wilson et al. (1999). A

substituicdo leva a perda de um sitio de restricao para a endonuclease Ndel.

A analise do polimorfismo 776C>G do gene TClI/ foi realizada por PCR
seguido por digestdo enzimatica conforme descrito por Miller et al. (2002). A

substituicdo leva a perda de um sitio de restricao para a endonuclease Mval.

4.41- PCR

A técnica de PCR, descrita por Saiki et al (1989), possibilita a

amplificacdo de uma pequena sequéncia de DNA.

A dupla fita de DNA gendmico € primeiramente aquecida a uma
temperatura relativamente alta e entdo ocorre a quebra das pontes de hidrogénio

e separacado das fitas (desnaturacdo). Duas sequéncias de oligonucleotideos,
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denominados iniciadores, hibridizam, em fitas opostas, as bases complementares

flanqueadoras do segmento a ser copiado (anelamento). A partir do iniciador uma

DNA polimerase adiciona nucleotideos complementares a fita molde produzindo

uma nova molécula (extensao).

As etapas de desnaturagao, anelamento e extensao se repetem varias

vezes levando ao acumulo exponencial do fragmento de DNA alvo.

O procedimento utilizado em cada uma das reagdes esta resumido na

Tabela 1. Os iniciadores e os tamanhos dos fragmentos estdo descritos na

Tabela 2.

Tabela 1- Concentracdo dos reagentes utilizados e condigbes das PCRs na

investigac&do dos polimorfismos génicos.

Reagentes MTHFD-1  SHMT-1 RFC-1 MTR MTRR TCIl
1958G>A 1420C>T 80G>A 2756A>G 66A>G 776C>G
DNA 50ng 50ng 50ng 50ng 50ng 50ng
Tris-HCI (pH 8,8 a 25°C) 10mM 10mM 10mM 10mM 10mM 10mM
KCI 50mM 50mM 50mM - - 50mM
MgCl, 1,5mM 1,5mM 1,5mM 2,5mM 2,5mM 1.5mM
(NH4)2S0O4 - - - 20mM 20mM -
dNTP 0,2mM 0,2mM 0,2mM 0,2mM 0,2mM  0,2mM
Iniciadores(uM-cada) 2uM 2uM 2uM 2uM 2uM 2uM
Tag DNA polimerase (unidades) 1U 1U 1U 1U 1U 1U
Volume final da reagéo 25ulL 25ulL 25uL 25ulL 25uL 25uL
Condigdes 94°C/2 94°C/2 94°C/2’ 94°C/2"  94°C/2°  94°C/2
(35 ciclos) 94°c/1 94°C/1"  94°C/1"  94°C/1” 94°C/1"  94°C/1
57°C/1’ 64°C/1° 64°C/1° 54°C/1° 60°C/1° 64°C/1°
72°Cl2 72°C/2°  72°C/2  72°C/2° 72°C/2° 72°C/2
72°CIT’ 72°C/T 72°C/T 72°C/T  72°C/T 72°CIT
Ne° Ciclos 35 35 35 35 35 35
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Tabela 2- Descrigdo dos iniciadores utilizados em cada reagédo e dos tamanhos

dos fragmentos obtidos em pares de base.

Tamanho
Polimorfismo Seqléncia do
fragmento
MTHFD-1 1958G>A Senso 5CCCACTTTGAAGCAGGATTG 3
Anti-senso 5CATCCCAATTCCCCTGATG 3 232 pb
SHMT-11420C>T Senso 5AGAGTTCAAGGAGAGACTGGCAG 3’
Anti-senso 5 GTCAACAGTTCCCCTTTGGAGC & 217pb
RFC-180G>A Senso 5AGTGTCACCTTCGTCCCCTC ¥
Anti-senso 5CTCCCGCGTGAAGTTCTT 3’ 230 pb
MTR 2756A>G Senso 5’ CATGGAAGAATATGAAGATATTAGAC 3
Anti-senso 5’ GAACTAGAAGACAGAAATTCTCTA & 189 pb
MTRR 66A>G Senso 5CAGGCAAAGGCCATCGCAGAAGACAT 3
Anti-senso 5’ CACTTCCCAACCAAAATTCTTCAAAG 3 151 pb
TCII 776C>G Senso 5GTCAGGTGCTGGAACACCTAG 3
Anti-senso 5 TAGGTCTTGTGGTTCAGAACG 3’ 218 pb

4.4.2- Digestao enzimatica

Apods a PCR, cada produto obtido foi submetido a digestdo com enzima

de restricdo especifica. Todas as reacdes foram realizadas com incubacéo de 16

horas. As concentragcdes das enzimas, temperaturas de reagcdo, bem como os

tamanhos dos fragmentos esperados apds analise de cada polimorfismo, estao

resumidos nas Tabelas 3 e 4.
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Tabela 3- Condi¢des das reagdes de digestao enzimatica

Enzima de restricao Quantidade (U)/15uL de PCR Temperatura °C
Mspl 3 37
Mval 3 37
Haelll 3 37
Ndel 5 37
Cfol 5 37
Eam 1104l 5 37

Tabela 4- Tamanho dos fragmentos esperados, para cada genoétipo, apds

digestao enzimatica especifica.

Polimorfismo Genotipos
Tamanho dos fragmentos em pares de base

MTHFD-11958G>A GG GA AA

125 e 107 232,125e 127 232

TCIlI 776C>G CC CG GG

128 € 90 218,128 e 90 218

MTR 2756A>G AA AG GG
189 189;159 e 30 159 e 30

MTRR 66 A>G AA AG GG

126 e 25 151,126 e 25 151

RFC-180G>A GG GA AA
125,68 e 37 162, 125, 68 e 37 162 e 68

SHMT-11420C>T CcC CT TT

131 e 86 217,131 e 86 217

As figuras 8, 9 e 10 ilustram as eletroforeses, apos digestdo com
enzima de restricdo especifica para analise de cada um dos polimorfismos

analisados neste estudo.
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Figura 8- Eletroforese em gel de acrilamida 12%, corado com brometo de etidio.

M= marcador de 50 pares de base. A: analise do polimorfismo MTHFD-1

1958G>A; gendtipo AA gera um fragmento de 232 pb, gendtipo GA gera
fragmentos de 232pb, 125pb e 107pb, gendtipo GG gera fragmentos de
125pb e 107 pb. B: analise do polimorfismo SHMT-1 1420C>T; gendtipo
CC gera fragmentos de 131pb e 86pb, gendtipo CT gera fragmentos de

217pb, 131pb e 86pb, gendtipo TT gera um fragmento de 217pb.
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Figura 9- Eletroforese em gel de acrilamida 12%, corado com brometo de etidio.

M= marcador de 50 pares de base. C: analise do polimorfismo MTR

2756A>G; genodtipo GG gera um fragmento de 159 pb, gendtipo AG

gera fragmentos de 189pb e 159pb, gendtipo AA gera um fragmento de
189pb. D: anadlise do polimorfismo RFC-1 80G>A; gendtipo AA gera

fragmentos de 162pb e 68pb, gendtipo GA gera fragmentos de 162pb,

125pb e 68pb, gendtipo GG gera fragmentos de 125pb e 68pb.
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MTRR 66A>G TCII776C>G
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Figura 10- Eletroforese em gel de acrilamida 12%, corado com brometo de etidio.
M= marcador de 50 pares de base. E: analise do polimorfismo MTRR
66A>G; gendtipo GG gera um fragmento de 151 pb, gendtipo AG gera
fragmentos de 151pb e 126pb, gendtipo AA gera um fragmento de
126pb. E: analise do polimorfismo TCI// 776C>G; gendtipo GG gera um
fragmento de 218pb, gendtipo CG gera fragmentos de 218pb, 128pb e
90pb, gendtipo CC gera fragmentos de 128pb e 90pb.

4.5- Analise dos dados

Para comparar as variaveis categoricas (polimorfismos) entre os grupos
MSD e controle, foram utilizados teste Qui-quadrado e o teste Odds Ratio (OR),
com intervalo de confianga (IC) de 95% (Fleiss, 1981). Para verificar se as

variantes polimoérficas dos genes estudados encontravam em equilibrio de
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Hardy-Weinberg foi utilizado o teste de Qui-quadrado. Esses testes foram

realizados no programa computacional Epilnfo 2007 ™, vers&o 3.4.1.

Para analisar conjuntamente os polimorfismos entre os grupos, foi
utilizada a analise de regressao logistica (Conover, 1971; Siegel, 1975: Hosmer e
Lemesho, 1989). Inicialmente foi realizada a analise univariada e em seguida, a
analise multivariada usando o critério “Stepwise” de selegéo das variaveis. Essa
andlise foi realizada utilizando o programa SAS System for Windows
(Statistical Analysis System) versao 9.1.3.

Foram considerados significativos, resultados onde p<0,01. Nao foram
necessarias corregdes nos valores de p obtidos nas comparagdes de frequéncias
alélicas e distribuicbes genotipicas entre grupo MSD e controle pois o numero de

analises realizadas foi compativel com o nivel de significancia (/= 0,01) adotado.

As corre¢cdes dos valores de p obtidos nas analises de regressao
logistica multipla e univariada foram realizadas por meio do método de Bonferroni
(Agresti, 1990) utilizando a funcao p.adjust em ambiente R (R Development Core
Team, 2007).

Na analise de OR, foram considerados significativos os valores nos

quais o limite inferior do intervalo de confianga (IC=95%) foi maior que 1.
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5- RESULTADOS
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5.1- Caracterizacao da amostra

A idade das maes de criancas portadoras de SD (grupo MSD) variou de
24 a 35 anos (média=29,01; desvio padrao=2,18). Ja no grupo controle a idade
das maes variou de 29 a 35 anos (média=30,8; desvio padrao=1,46). Com
relacdo a origem étnica, 92% das MSD eram caucasdides e 8% negrodides,

enguanto que 88% dos controles eram caucasoides e 12% negréides.

5.2- Analise MTHFD-1 1958G>A

Como ilustra a Tabela 5, em relagdo as variantes do gene MTHFD-1,
tanto o grupo MSD quanto o grupo controle estdo em Equilibrio de
Hardy-Weinberg.

Tabela 5- Equilibrio de Hardy-Weinberg em relacdo a distribuicdo genotipica do
gene MTHFD-1.

MSD controle
Observado Esperado Observado Esperado
GG (p°) 55 58 101 107
GA (2pq) 105 99 x° 2 =0,36 178 167 %’ 2 =0,72
AA () 40 43 p=0,83 61 66 p=0,7
TOTAL 200 200 340 340

A distribuicao genotipica e as freqiiéncias alélicas do grupo MSD e

controle estdo descritas, respectivamente, nas Tabelas 6 e 7.

Tabela 6- Distribuicdo genotipica do polimorfismo 1958G>A, do gene MTHFD-1,

nos grupos MSD e controle.

Gendtipo MSD controle TOTAL
GG 55 (27,5%) 101 (29,7%) 156 (28,9%)
GA 105 (52,5%) 178 (52,3%) 283 (52,4%)
AA 40 (20%) 61 (18%) 101 (18,7%)

TOTAL 200 (100%) 340 (100%) 540 (100%)
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Tabela 7- FreqUéncia dos alelos G e A, do gene MTHFD-1, em 200 MSD e 340

controles.
MSD controle
f(G) 0,54 0,56
f(A) 0,46 0,44

Com relagdo a distribuicdo genotipica, nao existe diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos MSD e controle (x? 2 =0,5; p=0,78).

A freqUéncia dos alelos G e A também nao apresentou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos MSD e controle (X2= 0,08; p= 0,77;
Odds Ratio=0,92<0,51<OR<1,67>).

5.2- Analise SHMT-1 1420C>T

Como ilustra a Tabela 8, em relacdo as variantes do gene SHMT-1,
tanto o grupo MSD quanto o grupo controle estdo em Equilibrio de
Hardy-Weinberg.

Tabela 8- Equilibrio de Hardy-Weinberg em relacdo a distribuicdo genotipica do

gene SHMT-1.
MSD controle
Observado Esperado Observado Esperado
cc (p’) 90 92 144 157
CT (2pq) 92 87 x° 2 =0,39 173 148 x° 2 =4,99
TT(T) 18 21 p=0,82 23 35 p=0,08
TOTAL 200 200 340 340
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A distribuicao genotipica e as frequéncias alélicas dos grupos MSD e
controle estdo descritas, respectivamente, nas Tabelas 9 e 10.

Tabela 9- Distribuicdo genotipica do polimorfismo 1420C>T, do gene SHTM-1, nos

grupos MSD e controle.

Gendtipo MSD controle TOTAL
CC 90 (45%) 144 (42,3%) 234 (43,3%)
CT 92 (46%) 173 (51%) 265 (49,1%)
1T 18 (9%) 23 (6,7%) 41 (7,6%)

TOTAL 200 (100%) 340 (100%) 540 (100%)

Tabela 10- Freqliiéncia dos alelos C e T, do gene SHMT-1, em 200 MSD e 340

controles.

MSD controle
f(C) 0,68 0,68
f(T) 0,32 0,32

Com relacdo a distribuicdo genotipica nao existe diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos MSD e controle (x® 2 =1,64; p=0,44).

A freqliéncia dos alelos C e T foi igual nos grupos MSD e controle (x*=
0,00; p= 1,00; Odds Ratio=1,00<0,53<OR<1,89>).

5.3- Analise RFC-1 80G>A

Como ilustra a Tabela 11, em relacdo as variantes do gene RFC-1,
tanto o grupo MSD quanto o grupo controle estdo em Equilibrio de
Hardy-Weinberg.
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Tabela 11- Equilibrio de Hardy-Weinberg em relacdo a distribuicdo genotipica do

gene RFC-1.
MSD controle
Observado Esperado Observado Esperado
GG(p°) 53 56 101 99
GA(2pq) 106 100 x° 2 =0,36 163 169 x° 2 =0,24
AA(T) 41 44 p=0,83 76 72 p=0,89
TOTAL 200 200 340 340

A distribuicdo genotipica e as frequéncias alélicas dos grupos MSD e controle

estdo descritas, respectivamente, nas Tabelas 12 e 13.

Tabela 12- Distribuicdo genotipica do polimorfismo 80G>A, do gene RFC-1, nos
grupos MSD e controle.

Gendtipo MSD controle TOTAL
GG 53 (26,5%) 101 (29,7%) 154 (28,5%)
GA 106 (53%) 163 (48%) 269 (49,8%)
AA 41 (20,5%) 76 (22,3%) 117 (21,7%)

TOTAL 200 (100%) 340 (100%) 540 (100%)

Tabela 13- Freqiéncia dos alelos G e A, do gene RFC-1, em 200 MSD e 340

controles.
MSD controle
f(G) 0,53 0,54
f(A) 0,47 0,46

Com relacdo a distribuicdo genotipica nao existe diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos MSD e controle (x? 2 =1,3; p=0,52).
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A freqiéncia dos alelos G e A também n&o apresentou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos MSD e controle (yx?= 0,02; p= 0,89;
Odds Ratio=0,96<0,53<OR<1,74>).

5.4- Analise MTR 2756A>G

Como ilustra a Tabela 14, em relacao as variantes do gene MTR, tanto

o grupo MSD quanto o grupo controle estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 14- Equilibrio de Hardy-Weinberg em relacdo a distribuicdo genotipica do

gene MTR.
MSD controle
Observado Esperado Observado Esperado
AA(PY) 115 114 218 212
AG(2pq) 72 74 x° 2 =0,07 103 113 x° 2 =1,02
GG(T) 13 12 p=0,96 19 15 p=0,60
TOTAL 200 200 340 340

A distribuicao genotipica e as freqUéncias alélicas dos grupos MSD e

controle estdo descritas, respectivamente, nas Tabelas 15 e 16.

Tabela 15- Distribuicdo genotipica do polimorfismo 2756A>G, do gene MTR, nos

grupos MSD e controle.

Gendtipo MSD controle TOTAL
AA 115 (57,5%) 218 (64,1%) 333 (61,6%)
AG 72 (36%) 103 (30,3%) 175 (32,4%)
GG 13 (6,5%) 19 (5,6%) 32 (6%)

TOTAL 200 (100%) 340 (100%) 540 (100%)
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Tabela 16- Frequéncia dos alelos A e G, do gene MTR, em 200 MSD e 340

controles.
MSD controle
f(A) 0,75 0,79
f(G) 0,25 0,21

Com relacdo a distribuicdo genotipica nao existe diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos MSD e controle (X2 @ =2,34; p=0,31).

A freqUéncia dos alelos A e G também nao apresentou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos MSD e controle (yx°= 0,45; p= 0,50;
Odds Ratio=0,80<0,39<OR<1,62>).

5.5- Analise MTRR 66A>G

Como ilustra a Tabela 17, em relagdo as variantes do gene MTRR,
tanto o grupo MSD quanto o grupo controle nao estdo em Equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Tabela 17- Equilibrio de Hardy-Weinberg em relacdo a distribuicdo genotipica do

gene MTRR.
MSD controle
Observado Esperado Observado  Esperado
AA(PY) 14 39 34 72
AG(2pq) 146 98 x’ 2 =37,5 246 169 X’ 2) =26,37
GG(T) 40 63 p=0,00000001 60 99 p=0,000002
TOTAL 200 200 340 340
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A distribuicao genotipica e as frequéncias alélicas dos grupos MSD e
controle estdo descritas, respectivamente, nas Tabelas 18 e 19.

Tabela 18- Distribuicido genotipica do polimorfismo 66A>G, do gene MTRR, nos

grupos MSD e controle.

Gendtipo MSD controle TOTAL
AA 14 (7%) 34 (10%) 48 (8,9%)
AG 146 (73%) 246 (72,4%) 392 (72,6%)
GG 40 (20%) 60 (17,6%) 100 (18,5%)

TOTAL 200 (100%) 340 (100%) 540 (100%)

Tabela 19- FreqUéncia dos alelos A e G, do gene MTRR, em 200 MSD e 340

controles.

MSD controle
f(A) 0,44 0,46
f(G) 0,56 0,54

Com relacdo a distribuicdo genotipica nao existe diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos MSD e controle (;(2 @ =1,66; p=0,44).

A freqUéncia dos alelos A e G também nao apresentou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos MSD e controle (yx°= 0,08; p= 0,78;
Odds Ratio= 0,92<0,51<OR<1,67>).

5.6- Analise TCII 776C>G

Como ilustra a Tabela 20, em relacao as variantes do gene TCII, tanto o
grupo MSD quanto o grupo controle estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabela 20- Equilibrio de Hardy-Weinberg em relacdo a distribuicdo genotipica do

gene TCII.
MSD controle
Observado Esperado Observado Esperado
ccp’) 54 60 141 131
CG(2pq) 113 99 X2 2 =2,11 142 160 X2 2 =2,04
GG(7) 33 41 p=0,35 57 49 p=0,36
TOTAL 200 200 340 340

A distribuicao genotipica e as freqUéncias alélicas dos grupos MSD e

controle estdo descritas, respectivamente, nas Tabelas 21 e 22.

Tabela 21- Distribuicdo genotipica do polimorfismo 776C>G, do gene TCIl, nos

grupos MSD e controle.

Gendtipo MSD controle TOTAL
CC 54 (27%) 141 (41,5%) 195 (36,1%)
CG 113 (56,5%) 142 (41,7%) 255 (47,2%)
GG 33 (16,5%) 57 (16,7%) 90 (16,7%)

TOTAL 200 (100%) 340 (100%) 540 (100%)

Tabela 22- Frequéncia dos alelos C e G, do gene TCIl, em 200 MSD e 340

controles.
MSD controle
f(C) 0,55 0,62
f(G) 0,45 0,38

Comparando o numero de individuos com os genoétipos CC, CG e GG

entre os grupos MSD e controle observa-se uma diferenca estatisticamente

significativa (x? 2y =13,10; p= 0,0014).
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A

frequéncia dos alelos C e G

nao apresentou diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos MSD e controle (x?=1,00; p=0,32;
Odds Ratio=0,75 <0,41<OR<1,37>).

5.7- Analise de regressao logistica univariada

Os resultados das regressoes logisticas univariadas, para avaliacdo do

efeito dos genotipos heterozigoto e homozigoto mutante no risco de nascimentos

com SD, estdo demonstrados no Quadro 1.

Quadro1- Resultados das regressoes logisticas univariadas para estudo do risco

de gestagdes com SD.

Variavel Niveis de Parametro Erro p-valor p-valor Odds IC 95%
comparacao estimado padrao corrigido* Ratio
MTHFD-1 GAXGG 0,0800 0,2100 0,7000 1,0000 1,08 0,72-1,62
AAXGG 0,1800 0,2600 0,4800 1,0000 1,20 0,71 - 2,02
SHMT-1 CTXCC -0,1600 0,1900 0,3900 1,0000 0,85 0,59 -1,23
TTxCC 0,2200 0,3400 0,5100 1,0000 1,25 0,64 — 2,45
RFC-1 GAXGG 0,2100 0,2100 0,3800 1,0000 1,24 0,82-1,87
AAXGG 0,2800 0,2600 0,9100 1,0000 1,03 0,62 -1,70
MTR AGXAA 0,2800 0,1900 0,1400 1,0000 1,32 0,91 -1,93
GGXAA 0,2600 0,3800 0,4900 1,0000 1,29 0,62-2,72
MTRR AGXAA 0,3600 0,3300 0,2700 1,0000 1,44 0,75-2,76
GGXAA 0,4800 0,3700 0,2000 1,0000 1,62 0,77 - 3,39
TCIl CGXCC 0,7300 0,2000 0,0003 0,0036 2,08 1,39 - 3,09
GGXCC 0,4100 0,2700 0,1275 1,0000 1,51 0,89 - 2,57
*Correcao por Bonferroni
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As andlises de regressao logistica univariada para MSD e controles,
demonstraram que o polimorfismo TCIl 776C>G é significativo, sendo que
mulheres com o genétipo heterozigoto (CG) apresentam duas vezes mais chance

de pertencer ao grupo MSD que ao grupo controle.

5.8- Analise de regressao logistica multipla

Os resultados das regressdes logisticas multiplas, para andlise da
influéncia das variantes polimorficas (variavel independente) no risco de gestacao

com SD (variavel dependente), estdo demonstrados no Quadro 2.

Quadro 2- Resultados das regressoes logisticas multiplas.

Modelo completo

Variavel Parametro estimado Erro padrao p-valor *p-valor corrigido
Intercept -1,64 0,44 0,0002 0,0028
MTHFD-1 GA 0,12 0,21 0,5900 1,0000
MTHFD-1 AA 0,21 0,27 0,4200 1,0000
SHMT-1CT -0,21 0,19 0,2800 1,0000
SHMT-1TT 0,17 0,35 0,6200 1,0000
RFC-1 GA 0,21 0,21 0,3300 1,0000
RFC-1 AA 0,08 0,26 0,9700 1,0000
MTR AG 0,31 0,2 0,1200 1,0000
MTR GG 0,29 0,39 0,4500 1,0000
MTRR AG 0,44 0,34 0,2000 1,0000
MTRR GG 0,52 0,39 0,1800 1,0000
TClICG 0,76 0,21 0,0003 0,0042
TCII GG 0,41 0,27 0,1336 1,0000

*Corregao por Bonferroni
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Os resultados das regressdes logisticas multiplas, comparando grupos
MSD e controle, utilizando o processo de selecdao de variaveis “stepwise’,
confirmam que apenas a substituicdo de uma citosina por uma guanina na posi¢ao
776 do gene TCII é significativa (p=0,0042) e que o risco esta associado ao

genotipo heterozigoto.

5.9- Interacao entre o polimorfismo TCIl 776 C>G e os demais polimorfismos
estudados

Diante do resultado obtido, foi realizada a analise do efeito da interacao
do polimorfismo TCIl 776C>G com os outros polimorfismos estudados. Esta

analise encontra-se descrita no Quadro 3.

Quadro 3- Estudo da interacdo entre o polimorfismo TCI/l 776C>G e os outros

polimorfismos analisados nesse estudo.

Efeito p-valor #p-valor corrigido
MTHFD-1 0,530
TCIl 0,820
MTHFD-1*TCII 0,420 1,000
RFC-1 0,670
TCIl 0,049
RFC-1*TCll 0,740 1,000
MTRR 0,510
TCi 0,300
MTRR*TCII 0,980 1,000
SHMT-1 0,990
TCIl 0,033
SHMT-1*TCll 0,740 1,000
MTR 0,070
TCIl 0,0003
MTR*TCII 0,260 1,000

#Corregao por Bonferroni
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Os polimorfismos MTHFD-1 1958G>A, SHMT-1 1420C>T, RFC-1
80G>A, MTR 2756A>G e MTRR 66A>G quando associados com o polimorfismo
TCII 776C>G nao representaram aumento no risco de nascimento com SD.

5.10- Estudo do efeito da presenca de um ou dois alelos alterados para
ambos os genes MTHFD-1 E SHMT-1

A Tabela 23 compara o numero de maes com os genétipos MTHFD-1
1958GA/SHMT-1 1420CT, MTHFD-1 1958AA/SHMT-1 1420TT, MTHFD-1
1958AA/SHMT-1 1420CT e MTHFD-1 1958GA/SHMT-1 1420TT nos grupos MSD
e controle, com o objetivo de avaliar se a presenca combinada de alteracdo em
ambos os genes MTHFD-1 e SHMT-1 aumenta o risco de gerar uma crianga com
SD.

Tabela 23- A Tabela 23 compara a soma do niumero de maes que possuem um
alelo variante para os dois genes (GA/CT) ou um alelo variante para
um gene e dois para o outro gene (AA/CT, GA/TT) ou dois alelos
variantes para os dois genes (AA/TT) e a soma do numero de maes
com os demais genoétipos entre os grupos MSD e controle. O resultado
obtido ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa.

Gendtipos MSD CONTROLE Resultado
77 142
GA/CT Odds Ratio=0,87
AA/TT <0,60<OR<1,27>
AA/CT v?=0,56 ; p=0,45
GATT
Demais genotipos 123 198
TOTAL 200 340
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5.11- Estudo do efeito da presenca de um ou dois alelos alterados para
ambos os genes MTHFD-1 E MTR

A Tabela 24 compara o numero de maes com os genétipos MTHFD-1
1958GA/MTR 2756AG, MTHFD-1 1958AA/MTR 2756GG, MTHFD-1 1958AA/MTR
2756AG e MTHFD-1 1958GA/MTR 2756GG entre os grupos MSD e controle, com
0 objetivo de avaliar se a presenca combinada de alteracdo em ambos o0s genes

MTHFD-1 e MTR aumenta o risco de gerar uma crianga com SD.

Tabela 24- A Tabela 24 compara a soma do numero de maes que possuem um
alelo variante para os dois genes (GA/AG) ou um alelo variante para
um gene e dois para o outro gene (AA/AG, GA/GG) ou dois alelos
variantes para os dois genes (AA/GG) e a soma do numero de maes
com os demais gendétipos entre os grupos MSD e controle. O resultado

obtido ndo demonstrou diferenga estatisticamente significativa.

Gendtipos MSD CONTROLE Resultado
56 76
GA/AG Odds Ratio=1,35
AA/GG <0,89<OR<2,06>
AA/AG *=2,17 ; p=0,14
GA/GG
Demais gendtipos 144 264

TOTAL 200 340
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5.12- Estudo do efeito da presenca de um ou dois alelos alterados para
ambos os genes MTHFD-1 E MTRR

A Tabela 25 compara o numero de maes com os genétipos MTHFD-1
1958GA/MTRR 66AG, MTHFD-1 1958AA/MTRR 66GG, MTHFD-1 1958AA/MTRR
66AG e MTHFD-1 1958GA/MTRR 66GG entre os grupos MSD e controle, com o
objetivo de avaliar se a presenca combinada de alteracdo em ambos 0s genes

MTHFD-1 e MTRR aumenta o risco de gerar uma crianga com SD.

Tabela 25- A Tabela 25 compara a soma do numero de maes que possuem um
alelo variante para os dois genes (GA/AG) ou um alelo variante para
um gene e dois para o outro gene (AA/AG, GA/GG) ou dois alelos
variantes para os dois genes (AA/GG) e a soma do numero de maes
com os demais gendétipos entre os grupos MSD e controle. O resultado

obtido ndo demonstrou diferenga estatisticamente significativa.

Gendtipos MSD CONTROLE Resultado
GA/AG 134 217 Odds Ratio=1,15
AA/GG <0,78<OR<1,69>
AA/AG v?=0,56 ; p=0,45
GA/GG

Demais gendtipos 66 123
TOTAL 200 340

5.13- Estudo do efeito da presenca de um ou dois alelos alterados para
ambos os genes SHMT-1E MTR

A Tabela 26 compara 0 numero de maes com os gendtipos SHMT-1
1420CT/MTR 2756AG, SHMT-1 1420TT/MTR 2756GG, SHMT-1 1420TT/MTR
2756AG e SHMT-1 1420CT/MTR 2756GG entre os grupos MSD e controle, com o
objetivo de avaliar se a presenga combinada de alteracdo em ambos 0s genes

SHMT-1 e MTR aumenta o risco de gerar uma crianga com SD.
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Tabela 26- A Tabela 26 compara a soma do numero de maes que possuem um
alelo variante para os dois genes (CT/AG) ou um alelo variante para
um gene e dois para o outro gene (TT/AG, CT/GG) ou dois alelos
variantes para os dois genes (TT/GG) e a soma do numero de maes
com os demais gendtipos entre os grupos MSD e controle. O
resultado obtido ndo demonstrou diferengca estatisticamente

significativa.
Gendtipos MSD CONTROLE Resultado
49 75
CT/AG Odds Ratio=1,15
TT/GG <0,74<0OR<1,77>
TT/AG v°=0,42 ; p=0,52
CT/GG
Demais gendtipos 151 265
TOTAL 200 340

5.14- Estudo do efeito da presenca de um ou dois alelos alterados para
ambos os genes SHMT-1 E MTRR

A Tabela 27 compara o numero de maes com os genotipos SHMT-1
1420CT/MTRR 66AG, SHMT-1 1420TT/MTRR 66GG, SHMT-1 1420TT/MTRR
66AG e SHMT-1 1420CT/MTRR 66GG entre os grupos MSD e controle, com o
objetivo de avaliar se a presenca combinada de alteracdo em ambos o0s genes

SHMT-1e MTRR aumenta o risco de gerar uma crianga com SD.
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Tabela 27- A Tabela 27 compara a soma do numero de maes que possuem um
alelo variante para os dois genes (CT/AG) ou um alelo variante para
um gene e dois para o outro gene (TT/AG, CT/GG) ou dois alelos
variantes para os dois genes (TT/GG) e a soma do niumero de maes
com os demais gendtipos entre os grupos MSD e controle. O resultado
obtido ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa.

Gendtipos MSD CONTROLE Resultado
CT/AG 103 174 Odds Ratio=1,01
TT/GG <0,7<OR«1,46>
TT/AG x°=0,01; p=0,94
CT/GG
Demais genétipos 97 166
TOTAL 200 340

5.15- Estudo do efeito da presenca de um ou dois alelos alterados para
ambos os genes RFC-1 E MTHFD-1

A Tabela 28 compara o numero de maes com os genétipos RFC-1
80GA/MTHFD-1 1958GA, RFC-1 80AA/MTHFD-1 1958AA, RFC-1 80AA/MTHFD-1
1958GA e RFC-1 80GA/MTHFD-1 1958AA entre os grupos MSD e controle, com o
objetivo de avaliar se a presengca combinada de alteracdo em ambos os genes,

RFC-1e MTHFD-1, aumenta o risco de gerar uma crianga com SD.
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Tabela 28- A Tabela 28 compara a soma do numero de maes que possuem um
alelo variante para os dois genes (GA/GA) ou um alelo variante para
um gene e dois para o outro gene (AA/GA, GA/AA) ou dois alelos
variantes para os dois genes (AA/AA) e a soma do numero de maes
com os demais gendtipos entre os grupos MSD e controle. O resultado
obtido ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa.

Gendtipos MSD CONTROLE Resultado
107 174 Odds Ratio=1,10
GA/GA <0,76<OR<1,58>
AA/AA v?=0,27 ; p=0,60
AA/GA
GA/AA
Demais genotipos 93 166
TOTAL 200 340

5.16- Estudo do efeito da presenca de um ou dois alelos alterados para
ambos os genes RFC-1 E SHMT-1

A Tabela 29 compara o niumero de maes com o0s genétipos RFC-1
80GA/SHMT-1 1420CT, RFC-1 80AA/SHMT-1 1420TT, RFC-1 80AA/SHMT-1
1420CT e RFC-1 80GA/SHMT-1 1420TT entre os grupos MSD e controle, com o
objetivo de avaliar se a presenca combinada de alteracdo em ambos os genes,
RFC-1e SHMT-1, aumenta o risco de gerar uma crianga com SD.
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Tabela 29- A Tabela 29 compara a soma do numero de maes que possuem um
alelo variante para os dois genes (GA/CT) ou um alelo variante para
um gene e dois para o outro gene (AA/CT, GA/TT) ou dois alelos
variantes para os dois genes (AA/TT) e a soma do numero de maes
com os demais gendtipos entre os grupos MSD e controle. O resultado
obtido ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa.

Gendtipos MSD CONTROLE Resultado
80 142 Odds Ratio=0,93
GA/CT <0,64<0OR<1,35>
AATT v?=0,16 ; p=0,68
AA/CT
GA/TT
Demais genotipos 120 198
TOTAL 200 340

5.17- Estudo do efeito da presenca de um ou dois alelos alterados para
ambos os genes RFC-1E MTR

A Tabela 30 compara o numero de maes com os genétipos RFC-1
80GA/MTR 2756AG, RFC-1 80AA/MTR 2756GG, RFC-1 80AA/MTR 2756AG e
RFC-1 80GA/MTR 2756GG entre os grupos MSD e controle, com o objetivo de
avaliar se a presenca combinada de alteracdo em ambos os genes, RFC-1 e MTR,

aumenta o risco de gerar uma crianga com SD.
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Tabela 30- A Tabela 30 compara a soma do numero de maes que possuem um
alelo variante para os dois genes (GA/AG) ou um alelo variante para
um gene e dois para o outro gene (AA/AG, GA/GG) ou dois alelos
variantes para os dois genes (AA/GG) e a soma do numero de maes
com os demais gendtipos entre os grupos MSD e controle. O resultado
obtido ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa.

Gendtipos MSD CONTROLE Resultado
67 93 Odds Ratio=1,34
GA/AG <0,90<OR<1,99>
AA/GG v°=2,28 ; p=0,13
AA/AG
GA/GG
Demais gendtipos 133 247
TOTAL 200 340

5.18- Estudo do efeito da presenca de um ou dois alelos alterados para
ambos os genes RFC-1E MTRR

A Tabela 31 compara o numero de maes com os genétipos RFC-1
80GA/MTRR 66AG, RFC-1 80AA/MTRR 66GG, RFC-1 80AA/MTRR 66AG e RFC-
1 80GA/MTRR 66GG entre os grupos MSD e controle, com o objetivo de avaliar
se a presenca combinada de alteracdo em ambos os genes, RFC-1 e MTRR,

aumenta o risco de gerar uma crianga com SD.
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Tabela 31- A Tabela 31 compara a soma do numero de maes que possuem um
alelo variante para os dois genes (GA/AG) ou um alelo variante para
um gene e dois para o outro gene (AA/AG, GA/GG) ou dois alelos
variantes para os dois genes (AA/GG) e a soma do numero de maes
com os demais gendtipos entre os grupos MSD e controle. O resultado

obtido ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa.

Gendtipos MSD CONTROLE Resultado
137 210 Odds Ratio=1,35

GA/AG <0,91<OR<1,98>
AA/GG 1°=2,48; p=0,11
AA/AG
GA/GG

Demais genotipos 63 130
TOTAL 200 340

5.19- Estudo do efeito da presenca de um ou dois alelos alterados para
ambos os genes MTRRE MTR

A MTRR desempenha a fungdo de manter a MTR em seu estado ativo.
Portanto a presenca de um ou dois alelos polimérficos no gene MTRR prejudicaria
o funcionamento da MTR independente da presenca ou auséncia de alelos

polimérficos no gene que codifica essa enzima.

Assim sendo, na Tabela 32 comparamos o0 numero de maes que
possuem pelo menos um alelo variante para MTRR ou/e MTR, entre 0s grupos

MSD e controle.
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Tabela 32- A Tabela 32 compara a soma do numero de maes que possuem pelo
menos um alelo variante para MTRR e/ou MTR e a soma do numero
de maes sem nenhum alelo alterado, com relacdo aos polimorfismos
MTRR 66A>G e MTR 2756A>G, entre os grupos MSD e controle. O
resultado obtido ndo demonstrou diferenca estatisticamente

significativa.

Gendtipos MSD CONTROLE Resultado

196 323
AA/AG
AG/AA Odds Ratio=1,70
GG/AA <0,62<OR<4,92>
AA/GG x°=1,23 ; p=0,27
GG/GG
GG/AG
GA/GG
AG/AG

AA/AA 6 17

TOTAL 200 340
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6- DISCUSSAO
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6.1- Aspectos gerais

Estudos recentes dao suporte a hipotese de que o padrao de metilagao
do DNA pode estar associado a alteracdes epigenéticas na estrutura da cromatina
requerida para uma segregacao cromossémica normal. A perda de grupos metil
em sitios CpG metilados pode ocorrer durante a atividade de reparo por excisao
de nucleotideos (Brooks et al, 1996), por desaminacdo espontanea da 5-metil
citosina (Gonzalgo e Jones, 1997) ou durante a recombinacdo cromossdmica
(Bestor e Tycko, 1996). A falha da DNA-metiltransferase na remetilacdo do DNA,
ocasionada pela deficiéncia de folato, resultaria na perda permanente do padrao
de metilagdo (Hobbs, 2000).

Diante disso o presente trabalho propds que mutacbes em enzimas
envolvidas no metabolismo do folato seriam fatores de risco para nao-disjuncéao do
cromossomo 21, sendo o primeiro a analisar os polimorfismos MTHFD-1
1958G>A, SHMT-1 1420C>T, TCIl 776C>G e o efeito da interagcdo entre os
genétipos: MTHFD-1 1958GA e 1958AA, SHMT-1 1420CT e TT, RFC-1 80GA e
AA, TCII 776CG e GG, MTR 2756AG e GG e MTRR 66AG e GG no risco de gerar
um filho com SD.

6.2- MTHFD-1

Com relacdo ao polimorfismo 1958G>A do gene MTHFD-1,
Brody et al. (2002) ndo encontraram uma correlagdo entre o gendétipo 1958AA e
alteracdes na concentracdo plasmatica ou intracelular de folato e de homocisteina
em maes de pacientes com DTN. Este resultado j4 era esperado porque, de
acordo com West et al. (1996), embora o gene MTHFD-1 indiretamente participe
do ciclo da metionina fornecendo 5,10-metilenoTHF, este papel é melhor
desempenhado pela enzima SHMT-1. No entanto, o dominio sintase realiza a
conversdao de THF em 10-formilTHF que € doador de cofator para biosintese de
novo de purina (Barlowe e Appling, 1990; West et al.,, 1996). Desse modo o
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genotipo de risco (MTHFD-1 1958AA) afetaria entdo a taxa de sintese de DNA e
conseqglentemente a taxa de divisdo celular (Brody et al., 2002).

Quanto a associacao deste polimorfismo e aumento no risco de
gestacbes com DTN os resultados sédo discordantes: um estudo realizado na
Irlanda encontrou uma diferenca estatisticamente significativa na distribuicdo
genotipica entre grupo caso e controle (Odds Ratio= 1,52 <1,16<OR<1,99> IC
95%; p=0,003) (Brody et al., 2002); outro estudo caso-controle realizado com
amostras de DNAs de maes também originadas da Irlanda confirmaram a
associacao entre o genotipo considerado de risco (AA) e aumento no risco de
gerar um filho com DTN (Odds Ratio= 1, 49 <1,07<OR<2,09> IC 95%; p=0,009)
(Parle-Mcdermott et al., 2006); ja um estudo realizado na Itdlia ndo encontrou
nenhuma diferenca significativa na freqtiéncia do alelo ou do genétipo entre grupo
de maes caso e controle. As possiveis razdes para esta discrepancia podem ser a
heterogeneidade entre as populacbes estudadas e os diferentes fatores
ambientais existentes na Irlanda e na ltalia (Marco et al., 2006).

Uma vez que tanto a SD como DTN podem estar relacionados a
polimorfismos do metabolismo do folato, é interessante imaginar que em familias
que possuam individuos com a sindrome também apresentem casos de DTN e
vice-versa. De fato, Barkai et al. (2003) encontraram um aumento significativo nos
casos de sindrome de Down em familias que possuiam eventos de DTN
(p<0,00001), e um aumento significativo de casos de DTN em familias que
apresentavam casos de sindrome de Down (p<0,001), demonstrando, portanto,
uma relacdo forte na etiologia das duas manifestacdes clinicas. No entanto,
apesar de em alguns casos o polimorfismo MTHFD-1 1958G>A estar associado a
gestacdes com DTN, nosso estudo ndo encontrou associacao entre os genotipos
GA e AA e acréscimo no risco de gerar uma crianga com SD. A distribuicdo
genotipica e a frequéncia dos alelos n&o divergiu significativamente entre MSD e

controle.
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6.3- SHMT-1

Com relagdo ao polimorfismo 1420C>T do gene SHMT-1,
Heil et al. (2001) ndo observaram aumento no risco de DTN e relataram que no
grupo caso a frequéncia do gendtipo CC era significativamente maior quando
comparado ao grupo controle (grupo caso: 53,8%CC; grupo controle: 45%CC).
Relataram também um aumento na concentracdo de homocisteina plasmatica e
reducdo da concentracdo de folato plasmatico e intracelular em maes com o

genotipo selvagem.

Relton et al. (2004) encontraram um resultado semelhante: freqiéncia

do alelo C significativamente maior em maes de pacientes com DTN (p=0,0036).

Niclot et al. (2006) analisaram o efeito deste SNP no risco de linfoma
folicular (FL) e verificaram que a freqiéncia do alelo variante T no grupo controle

foi maior (32,7%) do que no grupo caso (29,9%).

Diante destes resultados foi sugerido que o polimorfismo ofereceria um
efeito protetor contra FL e gestacdes com DTN (Heil et al., 2001; Relton et al.,
2004; Niclot et al., 2006).

Uma possivel explicacdo para este fato € que o substrato
5,10-metilenoTHF pode ser direcionado para a biosintese de nucleotideos ou pode
ser reduzido a 5-metilTHF que ira doar um grupo metil para remetilagdo de
homocisteina a metionina (precursor de SAM). Sob condi¢des celulares normais, a
reacao de reducao do 5,10 metilenoTHF é controlada pela concentracao de SAM:
altos niveis celulares de SAM inibeM MTHFR. Isso garante que exista um
equilibrio na competicédo por folato entre a sintese de nucleotideos e a sintese de
SAM (Herbig et al., 2002). Entretanto Herbig et al. (2002) e Hayashi et al. (2007)
concluiram que a enzima SHMT-1 influencia nessa competicdo dando prioridade a
via de sintese de precursores de DNA. SHMT-1 atua através de trés mecanismos:
(1) captura 5,10-metilenoTHF para a sintese de dTMP esgotando a disponibilidade
deste; (2) aumenta a concentracdo de THF para a producao de 10-formilTHF; (3)

sequestra 5metilTHF e inibe a remetilacdo da homocisteina a metionina.
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Nossos resultados nao indicam divergéncia estatisticamente
significativa na distribuicdo do genoétipo entre MSD e controle. Também néo
verificamos divergéncia na freqtiéncia dos alelos entre os dois grupos. Portanto
diferentemente dos dados encontrados para as manifestacbes clinicas
supracitadas, ndo observamos nenhum efeito do alelo selvagem C no risco de
gerar uma crianca com SD e também ndo observamos efeito protetor do alelo

variante T.

6.4- RFC-1

Estudos encontraram evidéncias de que a proteina RFC-1 ¢é
responsavel pela internalizacdo celular do 5-metilTHF (Branda et al., 1985;
Moscow et al., 1995). Desse modo, o presente estudo supbs que o polimorfismo
80G>A no gene que codifica essa proteina poderia estar relacionado com baixa
concentracao intracelular de folato e conseqientemente representar um fator de
risco para gestagbes com SD. No entanto ndo encontramos diferenca
estatisticamente significativa na distribuicdo genotipica ou nas freqiéncias alélicas
entre os grupos MSD e controle, ndo confirmando a hipétese. Nossos dados
concordam com os obtidos na Franga por Chango et al. (2005).

Uma possivel explicacdo para esses resultados é a existéncia de um
outro mecanismo de absor¢édo de folato conhecido como potocitose, mediado por
receptores de folato que permanecem ancorados a membrana das células de
varios tecidos por uma cauda glicosil-fosfatidil-inositol (Antony, 1996;
Chango et al., 2000).

Morin et al. (2003) ndo encontraram associacado entre o polimorfismo
80G>A e acréscimo no risco de DTN (Odds Ratio= 1,39 <0,55<OR<3,54> IC 95%)
porém, foi constatada uma concentracao intracelular de folato significativamente
menor em individuos com gendtipo 80AA. J& no estudo realizado por
Chango et al. (2000) ndo foi observado alteracdo na concentracdo de folato
presente nas células sangliineas vermelhas e no plasma de individuos que

possuiam um ou dois alelos mutados.
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6.5- MTR

A enzima MTR desempenha um papel essencial na producao de SAM
transferindo um grupo metil do 5-metilTHF para homocisteina.

O polimorfismo mais comum descrito no gene MTR (2756A>G) leva a
substituicdo de um aminoacido polar por um aminodcido apolar, alterando a
estrutura tridimensional da proteina e prejudicando seu funcionamento
(Van-Der-Put et al., 1997). Consequentemente, individuos com o gendétipo AG ou
GG apresentariam aumento na concentracdo de homocisteina, reducdo na

producao de SAM e maior chance de segregacao cromossOmica aberrante.

No entanto nossos resultados nao relatam divergéncias na distribuicao
genotipica ou na freqiiéncia alélica entre grupo MSD e controle, ndo oferecendo
evidéncias que comprovem essa hipotese. Os resultados dos estudos realizados
no Brasil por Biselli et al. (2008) e Silva et al. (2005) e o realizado na Franca por
Chango et al. (2005) sao concordantes com os obtidos neste trabalho.

Entretanto um estudo caso-controle, realizado na Sicilia, apresentou um
resultado diferente: MTR 2756AG e GG foi considerado um fator de risco para
gestacoes com SD (Odds Ratio= 3,5 <1,2<OR<10,9> IC 95%) (Bosco et al., 2003).

O contraste entre as conclusdées pode ser explicado pela diferenca
entre as populacées, com componentes étnicos variados influenciando cada

amostra.

6.6- MTRR

A enzima MTRR desenvolve a funcdo de manter MTR ativa. Portanto
mutacdes no gene que codifica MTRR teria um impacto sobre a metilagdo do DNA

e consequientemente sobre a ndo-disjungdo cromossomica.

Discussao
109



O polimorfismo MTRR 66A>G foi associado com aumento no risco de
gerar uma crianga com SD em 1trés recentes estudos caso-controle
(Hobbs et al.,2000; O’Leary et al., 2002; Wang et al., 2008).

Nossos resultados, porém, nao indicaram diferenca estatisticamente
significativa na frequéncia alélica e na distribuicao genotipica entre grupo MSD e
controle. Os resultados obtidos por Bosco et al. (2003), Chango et al. (2005) e
Silva et al. (2005) sdo concordantes.

Os dados obtidos neste trabalho relatam que as variantes do gene
MTRR nao estdo em equlibrio de Hardy-Weinberg. Outro estudo, realizado
também no Brasil por Silva et al. (2005), constatou um desvio no equilibrio de
Hardy-Weinberg em seu grupo CASO.

A formulacao da lei de Hardy —Weinberg supde uma populacao grande,
onde as reproducdes sao aleatérias com relacao ao /locus em questao e onde nao
h& taxa apreciavel de mutacdo, selecdo contra nenhum genétipo em particular,
deriva genética e fluxo génico. Evidentemente essas condigdes estabelecidas para
a obtencao do equilibrio de Hardy - Weinberg nao sao satisfeitas completamente
por nenhuma populagéo real, seja ela humana ou ndo. Alias, o que torna possivel
explicar o processo evolutivo dos seres vivos em termos mendelianos é,
justamente, essa desobediéncia ao modelo tedrico (Beiguelman 1996;
Thompson et al., 2002; Jorde et al., 2004).

Quando ha casamento preferencial, endogamia ou estratificacdo o
resultado para qualquer Jlocus com mais de um alelo é um excesso de
homozigotos, diferente do que observamos em nossos resultados. Além disso,
esses fatores, assim como fluxo génico e deriva genética, refletiriam em alteracao
do equilibrio de Hardy — Weinberg também nos outros polimorfismos estudados.
Portanto, sugerimos que o fator atuante dentro da populagéo avaliada pode ser
selegéo natural a favor do heterozigoto.

Discussao
110



6.7- TCIl

A vitamina B, é essencial para as reacoes de metilacdo pois atua como
cofator para a enzima MTR. A proteina responsavel pelo transporte desse
nutriente para as células é a TCII.

Namour et al. (1998) e Namour et al. (2001) observaram que a troca de
uma citosina por uma guanina na posicao 776 afeta negativamente o nivel de
transcricdo do gene que codifica TCIl. Além disso, Afman et al. (2001),
Afman et al. (2002) e Miller et al. (2002) sugerem que essa alteracdo genética
causa também a perda de afinidade da enzima pela vitamina B1.. Diante disso, o
presente estudo sugeriu que o polimorfismo 776C>G poderia levar a hipometilagao
do DNA e nao-disjuncédo do cromossomo 21.

Estudos recentes associaram o alelo mutante G com fissura labial
nao-sindrébmica, com ou sem fenda de palato (Martinelli et al., 2006), DTN
(Afman et al., 2002) e aborto espontaneo (Zetterberg et al., 2002).

Nossos resultados indicam que o polimorfismo 776C>G pode estar
associado com um aumento de duas vezes no risco de gestagdes com SD
(Odds Ratio=2,08<1,39<OR<3,09>), sendo o primeiro estudo a investigar e relatar

tal associacao.

6.8- Interacao entre os genétipos

Como a metilagdo do DNA esta relacionada a um metabolismo regido
por varias etapas bioquimicas catalisadas por diferentes enzimas é de se esperar
que exista uma interacdo gene-gene. Bosco et al. (2003) ndo encontraram
associagcao entre o polimorfismo MTRR 66A>G e aumento no risco de nao-
disjuncdo do cromossomo 21. Porém quando o analisou em conjunto com o
polimorfismo MTR 2756A>G, verificou que mulheres heterozigotas para ambas

mutagfes possuem um risco cinco vezes maior de gerar uma crianga com SD.
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Nos resultados obtidos por este estudo, entretanto, ndo observamos
efeito somatério significativo quando analisamos diferentes interagdes entre os

polimorfismos.

6.9- Consideracoes finais

O estudo realizado por James et al. 1999 forneceu um argumento para
a assciagao entre metabolismo celular do folato, metilagdo do DNA e segregacéo
cromossdmica anormal. Desde entdo, muitos estudos investigam polimorfismos
em enzimas envolvidas na via metabdlica do acido félico como possiveis fatores

genéticos de risco para nao-disjungdo do cromossomo 21.

Nosso trabalho foi o primeiro a relatar uma associagdo do polimorfismo
TCII 776C>G e aumento no risco de gestacoes com SD. Porém o impacto desse
polimorfismo deve ser confirmado em outras areas geogréaficas devido a
heterogeneidade genética e nutricional de diferentes regides.

Nosso trabalho ndo encontrou evidéncias que sugiram associacao entre
os polimorfismos RFC-1 80G>A, MTR 2756A>G e MTRR A>G e aumento no risco
de gerar um filho com SD. Resultados discrepantes podem ser devidos a
diferencas étnicas e diferencas na interacdo entre 0s genes e gene-ambiente.
Outro estudo realizado também em S&o Paulo (Brasil) obteve resultados
semelhantes para os polimorfismos MTR 2756A>G e MTRR A>G
(Silva et al., 2005).

Nosso trabalho foi o primeiro a investigar os polimorfismos MTHFD-1
1958G>A e SHMT-1 1420C>T nao encontrando dados que suponham associacao
entre esses e aumento no risco de gestacbes com SD na amostra analisada.
Entretanto resultados diferentes podem ser encontrados em outras populacdes

com componentes étnicos distintos.
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7- CONCLUSAO
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As distribuicées genotipicas dos genes MTHFD-1, SHMT-1, RFC-1,
MTR e TCIlI encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg entre

individuos do grupo MSD e controle.

As distribuicbes genotipicas do gene MTRR nao se encontram em

equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos MSD e controle.

Com relagdo ao gene MTHFD-1, a frequéncia dos alelos G e A, no
grupo MSD, foi respectivamente 0,54 e 0,46. No grupo controle as
freqUéncias alélicas observadas foram G=0,56 e A=0,44.

Com relagdo ao gene SHMT-1, a freqiiéncia dos alelos C e T, tanto
no grupo MSD quanto no grupo controle, foi respectivamente 0,68 e
0,32.

Com relacao ao gene RFC-1, a frequéncia dos alelos G e A, no
grupo MSD, foi respectivamente 0,53 e 0,47. No grupo controle as
frequéncias alélicas observadas foram G=0,54 e A=0,46.

Com relacdo ao gene MTR, a freqiéncia dos alelos A e G, no grupo
MSD, foi respectivamente 0,75 e 0,25. No grupo controle as

freqUiéncias alélicas observadas foram A=0,79 e G=0,21.

Com relacdo ao gene MTRR, a frequéncia dos alelos A e G, no
grupo MSD, foi respectivamente 0,44 e 0,56. No grupo controle as
freqUéncias alélicas observadas foram A=0,46 e G=0,54.

Com relacao ao gene TClIl, a freqiiéncia dos alelos C e G, no grupo
MSD, foi respectivamente 0,55 e 0,45. No grupo controle as
freqUéncias alélicas observadas foram C=0,62 e G=0,38.

A distribuicdo genotipica dos polimorfismos MTHFD-1 1958G>A,
SHMT-1 1420C>T, RFC-1 80G>A, MTR 2756A>G e MTRR 66A>G

nao diferiu significativamente entre os grupos MSD e controle.
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= A distribuigdo genotipica do polimorfismo TCI/l 776C>G observada
nos grupos MSD e controle apresentou uma diferenga
estatisticamente significativa. Nossos dados demonstram que
mulheres com gendtipo heterozigoto (CG) possuem um risco duas

vezes maior de gerar criangas com SD.

* No estudo da interacdo entre os polimorfismos estudados, nao
encontramos diferencas estatisticamente significativas entre os

grupos MSD e controle.
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