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RESUMO

A Sindrome de Down, ou trissomia do 21 é o distarbio cromossdmico
mais freqiiente em recém-nascidos. Esta trissomia é na maioria das vezes (95% dos
casos) decorrente da nao disjun¢do meidtica materna durante a meiose I. Com excegao
da idade materna avangada, outros fatores de risco para nao disjun¢do meidtica nao
estdo bem estabelecidos. Estudos preliminares recentes sugerem que o metabolismo
anormal do folato e polimorfismos no gene MTHFR (C677T e A1298C) podem ser
fatores de riscos materno para Sindrome de Down. Com objetivo de verificar a
freqii€ncia dos polimorfismos no gene MTHFR (C677T e A1298C) e uma possivel
associacdo destes, como fatores de risco materno para Sindrome de Down, realizamos
um estudo do tipo caso-controle, em 41 mulheres de filhos com a Sindrome de Down
(freqiientadoras da APAE) e 39 controles da cidade de Belém-PA. Nossos resultados
demonstraram que a distribuicdo dos gendtipos para os dois polimorfismos entre as
maes investigadas e controles se encontravam em equilibrio de Hardy Weinberg. Nao
encontramos diferengas entre as freqii€éncias nas maes investigadas e maes controles.
Esses resultados sugerem que estas mutacgdes isoladas e/ou em forma de haplétipos, nao
podem ser consideradas como risco materno para Sindrome de Down, para populacio

analisada e sim polimorfismos comuns dentro desta populagao.
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ABSTRACT

Down Syndrome, or Trissomy 21, is the most recurrent chromosomal
disturb among newborns. This trissomy is, in most of the cases (95% of them) launched
by maternal meiotic non-disjunction during meiosis I. With the exception of advanced
maternal age, other risk factors for this non-disjunction are not well established. Recent
preliminary studies suggest that the abnormal metabolism of folate and polymorphisms
at the MTHFR gene (C677T and A1298C) might be maternal risk factors for Down
Syndrome. With the purpose of verifying the frequency of the polymorphisms in the
MTHEFR gene (C677T and A1298C) and a possible association of them, as maternal risk
factors for Down Syndrome, we performed a case-control study in 41 mothers of Down
Syndrome children (who attend APAE) and 39 controls from the city of Belém-PA. Our
results demonstrate that the distribution of the genotypes for both of the polymorphisms
amidst the mothers studied and controls were in Hardy-Weinberg equilibrium. We did
not find differences among the ratio of the studied mothers e control mothers. These
results suggest that these isolated and/or haplotype-shaped mutations can not be
considered as a maternal risk for Down Syndrome for the analyzed population, but as

common polymorphisms among this same population.
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1-INTRODUCAO

1.1 A CIDADE DE BELEM

Belém € a capital do Estado do Pard e estd situada na regiao norte do
Brasil, dentro da Amazdnia legal brasileira. A cidade foi fundada pelos portugueses em
12 de janeiro de 1616. Sua populacdo, assim como toda a Amazodnia, resulta de um
intenso processo de miscigenacdo entre nativos (amerindios) da regido e europeus,
representados principalmente pelos portugueses (em sua grande maioria soldados e
aventureiros, sem familias, em busca de riquezas); e/ou negros, representados pelos
escravos trazidos de vérios pontos da Africa, apds a segunda metade do século XVII,
com a criacdo da Companhia Geral do Comércio do Grao-Pard e Maranhao (1755 e
1820).

Adicionalmente, a partir de 1853, a cidade de Belém recebeu um intenso
fluxo de imigrantes, no ciclo da borracha e, ainda recebe, representados principalmente
pelos nordestinos (Cruz, 1973).

Segundo a contagem populacional realizada pelo IBGE, Belém
apresentava no ano de 2000 um total de 1.280.614 habitantes, sendo 47,5% homens e
52,5% mulheres. Esta populacao foi classificada em relacdo a cor da pele em brancos
(31,4%), mesticos (65%) e negros (3,65) (http: //www. Ibge. gov.br).

Em Belém, varios estudos foram e t€ém sido realizados em relagdo a
polimorfismos clédssicos e polimorfismos de DNA. De um modo geral, os resultados

obtidos por ambas metodologias, ndao demonstram discordincias em relagdo a
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contribuicao de genes europeus, estimada na ordem de 47% a 54%, de amerindios 22%
a 40% e de africanos 12% a 24% , (Schneider & Salzano, 1979; Corvelo & Salzano,
1984; Guerreiro & Chartard, 1988; Freire & Maia, 1988; Santos & Guerreiro, 1995;
Santos et. AL, 1996; Ribeiro,E.M, 2003).

A possibilidade de investigar diretamente as variagdes genéticas
observadas entre individuos e entre espécies € uma das vantagens obtidas pela técnica de
andlise direta do DNA. Em populacdes humanas esta andlise também pode ser
empregada para inferir sobre o processo de dispersdo e contribuicdo das populacdes
ancestrais e contemporaneas.

Ribeiro (1999), analisando a variabilidade do mtDNA demonstrou que a
contribuicdo amerindia em Belém € de 59%, enquanto a ndo-amerindia é de 41%. Em
seguida, o mesmo autor, analisando a variabilidade de cinco loci de VNTR s observou
uma maior contribuicdo de amerindios (41%), seguida da contribui¢io de europeus
(34%) e de africanos (25%).

Em contraste a esses resultados, Ribeiro (2003), investigando a
variabilidade genética de 11 loci de microssatélites da cidade de Belém, demonstra que
esta populagdo apresenta 46% de contribui¢do de europeus, 34% de contribuicdo de
africanos e 20% de contribui¢do amerindia. Estas estimativas sdo contrdrias das
apresentadas anteriormente para a cidade de Belém. No presente trabalho a autora
observa um aumento significativo da contribuicdo européia e africana, com o
decréscimo da contribui¢io amerindia. Essas diferencas podem estar em parte
relacionadas com o nimero maior de microssatélites utilizados (11 no total) e/ou ao
nimero maior de individuos investigados e/ou ao fluxo continuo de imigracdo de

diferentes regides geograficas do pais e/ou os resultados nado refletem valores reais das
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freqiiéncias parentais de amerindios, ainda pouco estudados em relacdo a esses
microssatélites.

O estudo de polimorfismo do DNA, além de inferir sobre o processo de
formacdo das populagdes, também pode ser utilizado na investigacdo das freqii€ncias
desses polimorfismos nas populagdes e pode ser utilizado na investigacdo das
freqiiéncias de genes, que podem estd associados a doengas em diversas populagdes, um
desses genes € o MTHFR (Metilenotetrahidrofolato redutase).

Rodrigues-Ribeiro (2000) investigou a freqii€ncia do polimorfismo do
gene MTHFR (C677T) em 218 individuos da cidade de Belém. Seus resultados
demonstraram uma freqiiéncia de 27% para o alelo MTHFR*T.

Elleres et al. (2002) investigaram a freqiiéncia de dois polimorfismos no
gene MTHFR (C677T e A1298C), em 200 individuos da cidade de Belém, e
demonstraram uma freqiiéncia de 33% para o alelo MTHFR*T (C677T) e de 67% para o
alelo MTHFR*C (A1298C). Esses resultados corroboram com os ji descritos por
Ribeiro (2000).

Corréa, A.S.M (2001), analisou o mesmo polimorfismo, MTHFR C677T,
em trés populagdes afro-brasileiras da regido Amazodnica e demonstrou uma freqiiéncia

variando de 8% a 19% para o alelo MTHFR*T.

1.1.1 O Gene da Metilenotetrahidrofolato Redutase (MTHFR)

1.1.2 Aspectos Gerais
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A etiologia da hiperhomocisteinemia, elevacdo anormal das
concentracdes plasmadticas do aminodcido homocisteina, pode resultar de fatores
ambientais (deficiéncia do folato, vitamina B6 e B12; idade avancada) e fatores
genéticos, (Franco & Reitsma, 2001). A principal enzima responsavel pela concentragao
dos niveis de homocisteina (Hcy) € a metilenotetrahidrofolato redutase, portanto
mutacdes no gene que codifica esta enzima, s@o as principais causas genéticas da perda

da atividade enzimadtica e conseqiiente hiperhocisteinemia.

1.1.3 Descricao e funcao do Gene MTHFR

O gene MTHFR ¢ o codificador da enzima S5-metilenotetrahidrofolato
redutase. E constituido de 11 éxons e foi identificado pela primeira vez por Goyette et
al., (1993; 1994), que utilizaram oligonucleotideos degenerados, para isolar uma
seqiiéncia de 90pb do figado de suinos. Esta seqiiéncia foi comparada com uma
biblioteca gendmica de figado humano, utilizando-se a técnica de fluorescéncia de
hibridizacdo in situ, que demonstrou forte homologia com o gene MTHFR. Em 1998,
Goyette definiu a estrututa deste gene, localizado no brago curto do cromossomo 1

especificamente na regido de posi¢ao 1p36.3 (Figura 1).

Chr 1
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LTu ] = = (0 - - = [T T = I L o] o] = = M= [T T e L I - L A I
Moo Ly B i o] L] o [T T R - ol 0 [T L R T I R o'} =< =+ o+ +
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4

Figura 1- Representacdo do Cromossomo 1 e localizagdo do gene MTHFR.
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O termo folato (vitamina) representa uma denominag¢do genérica para
uma grande familia de compostos quimicamente muito similares. O 4cido félico ou
acido pteroilmonoglutamico é o andlogo estdvel sintético dos folatos e representa a
estrutura bdsica da vitaminaa (com acdo de coenzima), que transportam unidades
quimicas com um carbono (Lucock et al., 2002).

Dentro da  familia  dos folatos encontramos 0 5,10-
metilenotetrahidrofolato que ao entrar em contato com o catalizador cobalamina
(vitamina B12), retira o radical metil do 5-metilenotetrahidrofolato, transformando em
metilcobalamina, que por sua vez doa o radical metil a homocisteina, resultando como
produto final a metil-homocisteina (metionina). Este produto € extremamente
dependente da cobalamina. A deficiéncia deste cofator, ou inibicdo do N5-

metilenotetrahidrofolato, por mutacdes no gene responsavel pela sintese da MTHFR,

representam as causas mais comuns de hiperhomocisteinemia (Figura 2).

N = metilen FH___

Glicina
NADH + H
N =metilen FH Serina hid roximetil
transferasa
reductasa
NAD™ Sarina

M =matilen FH_ FH_

>

Metilcobalamina Cobalamma

Homocisteing =1 Nletionina

Metionina sintasa
{Homecisteina metiltransferasal

Figura 2. Correlagdo entre cobalamina (vitamina B,), folato e metionina.
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Embora o efeito completo do metabolismo normal e anormal do folato
ainda ndo esteja totalmente elucidado, hé fortes indicios de que a atividade normal do
MTHEFR deve contribuir na manutencdo e disponibilidade de folato e metionina, além
de impedir o aumento da homocisteina. Portanto, a atividade reduzida do MTHFR deve
proporcionar niveis menores de folato circulante, baixa disponibilidade de metionina e

niveis altos de homocisteina, (Rosenblatt et al.,1995).

1.2 POLIMORFISMO MTHEFR C677T

A deficiéncia na MTHFR é uma doenca metabdlica hereditdria, de
heranga autossomica recessiva, considerada como o defeito hereditdrio mais freqiiente

no metabolismo do folato (Sibani et al., 2000).

A primeira mutacdo identificada neste gene apresentava um fenotipo
termolabil e foi descrita na posicao nucleotidica 677 (éxon 4) (Figura 3), onde ocorre
uma mutagdo do tipo substitui¢do de ponto de C = T (Frosst, 1995), ocasionando a
mudanca do aminodcido alanina para valina dentro do dominio catalitico N-terminal da
enzima (Frosst, 1995; Rozen, 1996; van de Put, 1998). O polimorfismo € identificado
pela digestdo enzimdtica com endonuclease especifica Hinf I, que na presenca da
mutacdo cliva o fragmento amplificado pela PCR (198 pb) em dois segmentos; 17 Spb

e 23 pb (Frosst et al.,1995).
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Figura 3- Posi¢cao da mutacdo C677T (éxon 4)no Gene MTHFR.

1.2.1 Polimorfismo MTHFR A1298C

E um polimorfismo genético, que consiste em uma substitui¢io de ponto
de A—» C, na posicdo nucleotidica 1298 (éxon 7)(Figura 4). Esta mudanca leva a
substitui¢do do aminodcido glutamato por alanina , (van der Put 1998). Diferentemente
da mutacdo MTHFR C677T, localizada no dominio catalitico, a mutacio MTHFR
A1298C esta localizada no dominio regulador presumido da enzima MTHFR (van der
Put 1998; Weisberg 1998). Esta mutacdo, tanto no seu estado homozigoto mutante (CC)
ou heterozigético (AC), parece ndo ocasionar elevacdes do nivel da homocisteina
plasmdtica. Entretanto, a combina¢do em heterozigose de ambas mutag¢des (duplo
heterozigoto), C677T e A1298C, produz um genétipo 677CT/1298AC que resulta na
elevacao significativa do nivel da homocisteina plasmaéticas (van der Put 1998).

O polimorfismo 1298C ¢ identificado pela digestdo enzimdtica com
endonuclease especifica Mboll, que na presenca da mutacdo cliva o fragmento
amplificado pela PCR (138pb) em dois fragmentos de 119 e 19 pares de bases

(Weisberg et al., 2001).
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Figura 4- Posicdo da mutagdao A1298C (éxon 7)no Gene MTHFR.

1.2.2 Distribui¢do das Mutacdes C677T e A1298C

Na Tabela 01, observa-se a distribuicdo mundial do polimorfismo C677T
da MTHFR em diferentes grupos étnicos, paises e continentes. Devemos considerar
também a presenca deste polimorfismo em populagdes de origens hibridas e de
descendentes, que ocasiona uma distribuicdo a parte deste polimorfismo. Esta serve

como base para um melhor entendimento da distribuicdo do gene.



Tabela 01. Distribuicdo mundial das freqii€ncias do alelo MTHFR*T (677)
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Populagdes N Freqiiéncia % Referéncias
América do Sul
Brasil
Brancos (SP) 51 0.37 2
Pop. Miscigenada de Sao 296 0.23 1
Paulo (SP)
Populacdo Miscigenada de 327 0.22-0.28 3
Belém (PA)
México
Pop. Miscigenada do 302 0.507%* 19
México
América do Norte
USA
Judeus Ashkenazi 155 0.48* 15
Caucasoides (Carolina do 151 0.35 16
Sul)
Caucasoides 101 0.30 17
Canada
Caucasoides 365 0.35-0.38 5
EURO-DESCENDENTES
Europeus (USA) 160 0.42 19
Europeus (USA) 200 0.28 15
Euro-Caucasianos 0.35 18
Europa
Franca 456 0.374 6
Italia 289 0.401* 7
Inglaterra 199 0.28-0.35 8
Noruega 329 0.29 9
Holanda 207 0.24-0.27 10
Suécia 110 0.26 11
Espanha 36 0.54* 4
Asia
China 24 0.25 18
Tharu 108 0.19 4
Japdo 778 0.33-0.37 12
Asia-descendentes
Japoneses (SP) 40 04 2
AMERINDIOS
Quéchua 72 0.11 13
Ache 30 0.10 13
Nu-Chah-Nulth 37 0.19 16
Amazonia® 129 0.24 2



24

Tabela 01. Distribuicao mundial das freqii€ncias do alelo MTHFR*T (677)

(Continuacao)
Parakana 83 0.24 1
Cayapa 57 0.43* 13
Amazonia' 39 0.45% 14
Africa
Sub-Sahara 89 0.07 4
Africanos 67 0.05 2
Afro-descendentes

Africanos (SP/Brasil) 50 0.12 2
Africanos (Equador) 41 0.18 4
Africanos (PA/Brasil) 133 0.19 20
Africanos (USA) 102 0.10 17
Africanos (Carolina do 146 0.11 16

Sul/USA)

N- ndmero de individuos., 1= Arruda et al.,1997-98; 2= Franco et al., 1998; 3= Ribeiro, 2000;
4= Pepe et al., 1998 ; 5= Jacques et al., 1996 ; 6= Brullart ef al., 1997 ; 7= Francis et al.,1995 ;
8= Adams et al., 1996 ; 9= Guttormsen et al.,1996; 10= van de Put, 1995; 11= Huang et al,
1997; 12= Molloy et al.,1997.,13= Monsalve et al., 2003; 14 Schneider et al., 1998; 15 Rady et
al.,1999; 16 Stevenson et al., 1997; 17= Mac Andrew et al., 1996; 18= Gallagher et al., 1996;
19= Volcilk et al., 2001;Corréa., 2001.

A freqiiéncia do alelo MTHFR*T 677 pode variar de acordo com a area
geografica e o grupo étnico. Gallagher er al. (1996), demonstraram diferencas de
freqii€ncias alélicas, para o sistema MTHFR*T 677, em uma populacao chinesa (25.5%,
dos quais 6% eram homozigotos TT) e um grupo de populagdes européias de origem
caucasiana (35%, dos quais 17% se apresentavam em homozigose para TT). Desta
forma os autores sugeriram que estas discrepancias de valores observados entre esses
dois grupos populacionais, poderia ser explicadas pelas diferencas étnicas e nutricionais,

de cada uma delas.

Schneider et al. (1998), demonstraram que as populagcdes estudadas para
o gene MTHFR, apresentavam-se polimérficas em relacdo ao alelo MTHFR*T 677. Ao

contrério de outras mutacdes, tais como Fator V Leiden, a delecdo CCRS e as mutagdes
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HFE cis 283 para Tyr e His 63 para asp para homocromatosis, as quais sao freqiientes
apenas entre populacdes de origem européia, a mutacdo MTHFR C677T foi descrita
com uma freqiiéncia relativamente alta através do mundo, sendo mais baixa no
continente Africano (5.0%), quando comparada com Europa e Asia.

Morita et al. (1997) estudaram 362 pacientes japoneses com confirmacao
angiografica de doenca arterial coronariana e 778 controles, os autores relatam uma
freqii€ncia significativamente alta da mutagdo C677T, no grupo que apresentava a
doenca. No oeste Australiano, van Bockxmeer et al. (1997), ndo encontraram relacao,
em um estudo de 555 brancos e 143 controles, em relacdo a doenga arterial corondria,
documentada angiograficamente.

Schwartz et al. (1997) estudaram a freqiiéncia da mutacdo MTHFR
C677T, em 69 mulheres brancas nao hispanicas, sobreviventes de infarto do miocardio e
338 controles, eles encontraram uma distribuic@o similar de alelos em ambos os grupos,
concluindo assim que esse polimorfismo ndo é um fator de risco para infarto de
miocdrdio na populacao estudada.

Mac Andrew et al. (1996) pesquisaram a freqiiéncia do alelo MTHFR *T
677 em 101 caucaséides e 102 afro-americanos e descreveram uma freqiiéncia de 0.30 e
0.10, respectivamente. Apenas nove homozigotos (TT) foram descritos entre os
caucasdides e nenhum entre os afro-americanos.

van der Put er al.(1995) demonstraram que a freqiiéncia de homozigotos
para o polimorfismo MTHFR C677T, era 2 a 3 vezes maior em maes holandesas, pais e
pacientes com defeitos no tubo neural. Papapetrou et al. (1996) realizaram trés estudos
em populagdes da Holanda, Irlanda e Norte-Americana e encontraram homozigozidade

(TT) para a mutagdo C677T, com maior freqiiéncia em descendentes que apresentavam
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defeitos de fechamento no tubo neural (NTD), que em populacdes controles. Entre a
populacio Afro—americana, este polimorfismo apresentou baixa freqiiéncia
(aproximadamente 1% de homozigoto) relacionados com defeitos no tubo neural.
Stevenson et al., em 1997 investigaram 151 criangas brancas nascidas em Carolina do
Sul, das quais 20 eram homozigotas (TT) e 65 eram heterozigotas (CT); entre 146
recém-nascidos negros, ndo encontraram homozigotos apenas heterozigotos (31
individuos). Neste estudo a freqiiéncia de alelo foi estimada em 0.35, entre recém-
nascidos brancos e de 0.11 entre recém-nascidos negros.

Em relagdo ao polimorfismo 1298C, um polimorfismo muito recente,
existem até o momento, poucos trabalhos relacionados diretamente com o metabolismo
da MTHFR. Um destes € o trabalho de van der Put (1995-96), que estudaram pacientes
com NTD e seus pais, na Alemanha, para verificar a associacdo das mutacdes C677T e
A1298C com NTD, e observaram que os individuos com genétipo 1298CC, também
apresentavam o genétipo 677TT e vice-versa. Assim as mutagdes do gene MTHFR
C677T e A1298C, tém sido associadas com a deficiéncia da MTHEFR e risco aumentado
para NTD.

Volcik et al. (2001) realizaram um estudo em duas populacdes, a
primeira hispanica (descendéncia mexicana) e a segunda norte-americana (descendéncia
européia) e determinaram as freqiiéncias das mutacdes MTHFR C677T e A1298C,

conforme as Tabelas 02.
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Tabela 02- Distribui¢ao das freqiiéncias do alelo MTHFR*C(A1298C) e MTHFR*T

(C677T) e dos gendtipos em uma populagdo hispanica descendente de mexicanos.

Freqiiéncia observada

Gendétipo ou Alelo Filhos Maes Pais
(n=302) (n=281) (n=143)
Genétipo MTHFR

C677T/A1298C:
CT/CC .003 .000 007
TT/AC 020 028 021
TT/CC .000 .004 .000

Alelo MTHFR:
677C 493 447 .549
677T 507 523 451
1298A .854 .856 815
1298C .146 144 185

Fonte: Volcik et al . (2001).

No Brasil, Cunha et al. (2001), realizaram um estudo com 25 criangas
caucasianas da cidade de Sao Paulo, com idades entre seis dias e sete anos, portadoras
de NTD e comparam com um grupo controle (75 individuos caucasianos), onde foi
demonstrado as freqii€ncias para as duas mutagdes C677T e A1298C neste grupo e em
outros individuos caucasianos sem NTD. A freqii€ncia do alelo T, em criangas afetadas,
foi similar aquelas encontradas em pacientes NTD europeus e turcos. Em relacdo a
mutacdo MTHFR 1298, a freqiiéncia em criancas com NTD foi similar aquelas de
pacientes NDT europeus anglo-hispanicos. Este estudo indica que a muta¢do do gene
MTHEFR afeta o metabolismo da homocisteina e vitamina B12 em criancas brasileiras
com NTD. Assim, apdia a hipétese de que o desenvolvimento de NTD tem etiologia
multifatorial, envolvendo a ac¢do combinada de ambos os genes e os fatores

nutricionais.



28

As diferencas observadas entre populagdes indicam que a varidvel
termolabil da MTHFR nem sempre € associada com um aumento no risco de NTD e
anormalidades coronarianas. Além disso, em paises com alto nivel de consumo de
folato, o risco causado pela mutacio da MTHFR provavelmente diminuird Cunha et al.
2001).

Outro fator que deve ser levado em consideracio em estudos de
associacdes de polimorfismos com doengas, diz respeito a distribuicao deste
polimorfismo no grupo que contribuiu a formagao da populagdo estudada, assim como,
seu processo de miscigenacdo, uma vez que a medida que estes polimorfismos podem
estar relacionados com a maior (ou menor) susceptibilidade a essas doencas, a
investigacdo da freqii€éncia de cada polimorfismo pode contribuir para evitar problemas
de interpretacio em estudos de associagdes, em funcdo da sub-estruturacdo

populacional.

1.2.3 Distribui¢ao da Mutacdo C677T e A1298C na Regido Amazodnica

Ribeiro, E.M (2000) demonstrou a distribuicdo do polimorfismo do gene
MTHEFR (C677T) na populacdo de Belém, relacionando a freqiiéncia em duas geragdes
(pais e filhos), tendo resultado apresentado na Tabela 03.

Corréa (2001), estudou o polimorfismo do MTHFR C677T em trés
populacdes Afro-brasileiras na Regido Amazonica e verificou que a freqii€éncia da
mutacdo foi maior quando comparada com outras populacdes Afro-brasileiras descritas

na literatura (Tabela 04). Este viés pode ser explicado em funcdo do processo de
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miscigenacao ocorrido na regido, uma vez que o alelo MTHFR*T 677 tem sido descrito
em baixa freqii€ncia em populacdes africanas.

Elleres et al. (2002) demonstraram a freqiiéncia das mutagcdoes MTHFR
677T e MTHFR 1298C, na populacdo de Belém, e analisou 200 individuos para a
mutacio MTHFR C677T, onde encontrou 33% para o alelo MTHFR*T (12,5% em
homozigose para o alelo T, 40,5% em heterozigose CT); para o sistema MTHFR
A1298C, analisou 112 individuos onde encontrou 65% para o alelo C (37,2%
homozigotos CC, e 55,8% em heterozigose AC) (Tabela 05). Estes resultados
corroboraram com o0s ja descritos por Ribeiro, E.ZM (2000), em relacdo a mutagdo
MTHER C677T.

Tabela 03. Freqii€ncias genotipica e alélica em duas geragdes da populacdo de Belém.

Genétipo Alelo
Populac¢ao(N) CC CT TT C T
Pais,(218). 50.5(110) 43.1(94) 6.4(14) 72.2 27.8
Filhos,(119). 58.7(64) 36.7(40) 4.6(5) 71.5 22.5

N - Numeros de individuos. Fonte: Ribeiro,E.M (2000).

Tabela 04 - Freqiiéncias genotipica e alélica observada em trés comunidades Afro-
brasileiras.

Genoétipos Alelos
Populacao (N) ccC CcT 1T C T
Curiaq, (35) 71.4 (25) 20.0 (07) 8.6 (03) 0.81 0.19
Pontal, (33) 84.8 (28) 15.2 (05) 0.0 (00) 0.92 0.08
Pacoval, (65) 63.1 (41) 35.4 (23) 1.5 (01) 0.81 0.19

N - Nimero de individuos. Fonte: Corréa, A.S.M (2001).
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Tabela 05- Freqii€ncias genotipica e alélica em uma amostra da populac¢do de Belém

para as mutagdes MTHFR C677T e MTHFR A1298C.

Gendétipos Alelos
% (N) %
Sistemas (N) CC CT TT C T
MTHFR C677T 200 47.0(94) 40.5(81) 12.5(25) 67 33
MTHFR A1298C 112 AA AC CC A C
7.0(8) 55.8(63) 37.2(42) 35 65

N - Ndmero de individuos. Fonte :Elleres, (2002).

1.2.4 Heterogeneidade e Sub-estruturacao Populacional na Distribuicao das

mutacdes C677T e A1298C em Belém e Diferentes Grupos Etnicos.

O principio que rege a maioria dessas andlises € que o0s eventos
mutacionais que originam a maioria das doengas genéticas sdo0 muito raros € ocorreram
somente uma vez, durante o processo de evolucdo da espécie humana. Baseado nesse
principio € razodvel supor que determinadas mutagdes (que podem ou ndo originar
doencas genéticas) foram (ou ainda s@o) compartilhadas por grupos populacionais
restritos, até um passado muito recente. Nesta premissa € razodvel supor, ainda, que
determinados grupos populacionais restritos geograficamente (como africanos, europeus
e asidticos, por exemplo), podem compartilhar elevadas freqiiéncias de determinadas
mutacdes (e/ou doengas genéticas), enquanto que estas mutacdes estdo ausentes ou em
freqiiéncia reduzida em outros grupos populacionais.

Estudos de associacOes entre polimorfismos genéticos e doencas de causas
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complexas (doencas multifatoriais), podem apresentar um fator agravante no que diz
respeito aos resultados obtidos, em funcdo da existéncia de possiveis associagdes
espurias, decorrentes do processo de estratificacdo populacional.

O principio geral € o de que a mistura entre dois (ou mais) grupos populacionais
pode levar a um desequilibrio de ligacdo entre loci que tenham elevada diferenca de
freqiiéncia alélica nas populagdes parentais. Neste caso, se qualquer alelo que confere
susceptibilidade (ou protecao) a doencas, estd presente com freqiiéncias muito distintas
nas populagdes parentais, entdo nas populacdes miscigenadas pode ocorrer uma
associacdo espuria entre alelos e doencas. As associagdes espurias resultantes de
subdivisdes populacionais podem ocorrer sempre que a amostragem ¢é feita sem
respeitar a composicdo étnica das amostras. Em populagdes miscigenadas, a
estratificacdo das amostras (aqui consideradas como Caso e Controle) ocorre quando
sao formadas com fragdes diferentes de cada grupo ancestral.

Diante do exposto, fica claro de que qualquer investigacdo a respeito de
possiveis associacdes entre o polimorfismo da enzima MTHFR com o risco materno
aumentado para gerar um filho com Sindrome de Down, em populacdes brasileiras,
deve ser precedida da defini¢do da variabilidade presente entre os diferentes grupos
étnicos (parentais) que deram origem as populacdes miscigenadas brasileiras.

Belém é uma populagdo miscigenada, formada por diferentes grupos
étnicos, dos quais ressaltamos os indigenas, africanos e europeus. Desta forma
concluimos que Belém é formada pela mistura de genes de diferentes populacdes, onde
homens e mulheres de cada uma das populagdes parentais, pode contribuir com
proporg¢des diferenciadas de conjunto de genes para o conjunto génico desta populacao.

A exata identificacdo das populagdes ancestrais e o grau de fluxo gé€nico
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assimétrico sdo questdes relevantes para o estudo de mistura interétnica. Desta forma,
esses aspectos tém sido melhor abordado a partir da distribuicdo das freqii€ncias
alélicas. Os registros histéricos podem mostrar evidéncias desse processo e os modelos
sugeridos de formacdo da populagdo, podem ser investigados pela andlise genética e,
entdo, confrontados com o que se conhece sobre a estrutura demografica, social e
histérica da populagdo miscigenada.

Ribeiro,E.M (1999), demonstrou a estimativa das freqiiéncias esperadas
para o alelo T em vérias populagdes brasileiras, comparando com as de Belém. Para este
estudo, a autora levou em consideracdo a estimativa de miscigenacio de cada populagcao
(tabela 06).

Tabela 06- Estimativas da freqiiéncia (MTHFR C677T) na Amazodnia Brasileira

considerando a mistura racial.

*Mistura Racial

Populacao AFRO INDIO EURO MTHFR*T Referéncias
Santarém 0.28 0.35 0.37 0.23 1
Castanhal 0.33 0.25 0.42 0.23 2
Parintis 0.13 0.51 0.36 0.26 3
Oriximina 0.15 0.28 0.57 0.28 4
Obidos 0.1 0.52 0.38 0.27 5
Salvador 0.5 0 0.5 0.21 6
M.Alegre 0.1 0 0.9 0.33 7
Belém ' 0.15 0.16 0.69 0.30 8
Belém > 0.33 0.17 0.5 0.24 9
Belém * 0.24 0.22 0.54 0.26 10
Belém * 0.22 0.3 0.48 0.26 11
Belém ° 0.23 0.24 0.53 0.26 12

* Propor¢do de contribui¢do racial de africanos(Afr), Indigenas (Ind) e europeus (Eur).1=
Santos et al.,1996;

2= Ribeiro-dos-Santos et al., 1995; 3= Schuler et al., 1982; 4= Santos et al., 1987; 5= Guerreiro
et al., 1993; 6= Chautard-Freire-Maia et al., 1984; 7 = Franco & Salzano., 1979; 8= Franco.,
1973; 9= Ayres et al., 1976; 10= Schneide & Salzano, 1979; 11= Corvelo & Salzano, 1984;
12= Guerreiro & Chautard-Freire-Maia, 1988.

Na tabela 06, observamos as freqii€ncias estimadas a partir do calculo de
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mistura racial de cada uma das populacdes. Analisando a freqii€ncia do alelo T esperada
foi elevada, variando entre 23% e 33%. Provavelmente, este resultado pode ser devido a
alta contribui¢do indigena e européia nessa regidao, uma vez que a freqiiéncia do alelo T
apresenta valores altos em indigenas e europeus.

Outros estudos tem sido realizados em diferentes grupos étnicos , com
finalidade de analizarem a importancia da suplementacdo de &cido fdélico na
alimentacdo, Esfahani et al. (2003), demonstraram a existéncia de diferentes valores de
freqiiéncias para as mutacdoes MTHFR C677T e A1298C, entre mulheres de diferentes
grupos étnicos (mexicanas, brancas, asidticas e afro-americanas), todas residentes em
Los Angeles. Os resultados demonstraram valores elevados para a freqiiéncia da
mutacilo MTHFR C677T, assim como, de heterozigosidade combinada (ambas
mutacdes) entre mulheres mexicanas. Desta forma, os autores concluem a grande
importancia da realizacdo da suplementacdo de dcido félico no setor alimenticios

(Tabelas 07, 08 e 9) para mulheres da cidade do México.

Tabela 07- Freqiiéncia dos gendtipos e alelos metilenotetrahidrofolato redutase

(MTHFR) C677T e A1298C em diferentes grupos étnicos.

Genétipo N° Freqiiéncia De Genétipo Freqiiéncia Do
Alelo
CC CT TT C T
C677T N (%)
Mexicanas 193 73 (37.8) 85 (44.0) 35(18.1) 59.8 40.2
Brancas 139 69 (49.6) 60 (43.2) 10 (7.2) 71.2 28.8
Asiaticas 53 32 (60.4) 19 (35.8) 2 (3.8) 78.3 21.7
Afro-Americanas 48 39 (81.3) 9 (18.8) 0 (0.0) 90.6 9.4

Total 433  213(49.2) 173 (40.0) 47 (10.9) 69.2 30.8
A1298C AA AC CC A C

Mexicanas 193 120(62.2) 68(35.2) 5(2.6) 79.8 20.2
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3 Tabela 07- Freqiiéncia dos gendtipos e alelos metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR)
C677T e A1298C em diferentes grupos étnicos.

(Continuacao)
Brancas 139 66 (47.5) 62 (44.6) 11(7.9) 69.8 30.2
Asidticas 53 37 (69.8) 15 (28.3) 1(1.9) 84.0 16.0
Afro-Americanas 48 25 (52.1) 22 (45.8) 1(2.1) 75.0 25.0
Total 433 245(57.3) 167 (38.6) 18(4.2) 76.6 234

Fonte: Esfahani et al. (2003).

Tabela 08- Freqiiéncia de heterozigosidade composta (677CT+1298AC) para o gene
MTHEFR em diferentes grupos étnicos.

Grupo Etnico Nuamero Genétipo MTHFR
677CT+1298AC, n (%).
Mexicanas 193 34 (17.6)
Brancas 139 21 (15.1)
Asidticas 53 2 (3.8)
Afro-americanas 48 3(6.3)
Combinadas 433 60 (13.9)

Fonte: Esfahani et al., 2003.

Tabela 9- Freqiiéncia de gen6tipo MTHFR combinados, C677T e A1298C,

estratificados por grupos étnicos.

Grupo Etnico  N° Genétipo MTHFR, n (%)
677CC 677CT 677TT
Mexicanas 193 1298AA 35(18.1) 51 (26.4) 34 (17.6)
1298AC 33(17.1) 34 (17.6) 1(0.5)
1298CC 5(2.6) 0 (0) 0(0.0)
Brancas 139 1298AA 19(13.7)  39(28.1) 8 (5.8)
1298AC 39(28.1) 21 (15.1) 2 (1.4)
1298CC 11 (7.9) 0 (0.0) 0(0.0)
Asidticas 53 1298AA 18 (34.0)  17(32.1) 8 (5.8)
1298AC 13 (24.4) 2 (3.8) 2 (1.4)

1298CC 2(3.8) 0(0.0) 0(0.0)



Tabela 9- Freqiiéncia de gen6tipo MTHFR combinados, C677T e A1298C,
estratificados por grupos étnicos.

(Continuacao)
Afro-americanas 48  1298AA 19 (39.6) 6 (12.5) 0 (0.0)
1298AC 19 (39.6) 3(6.3) 0 (0.0)
1298CC 1(2.1) 0 (0.0) 0 (0.0)
Total 433 1298AA 91 (21.0) 113 (26.1) 44 (10.2)
1298AC 104 (24.0) 60 (13.9) 3(0.7)
1298CC 18 (4.2) 0 (0.0) 0 (0.0)

Fonte: Esfahani ef al. (2003).

1.2.5 A DEFICIENCIA DO MTHFR E A RELACAO COM DOENCAS

Virias mutagdes vem sendo identificadas no gene que codifica a enzima
MetilenotetraHidrofolato Redutase (MTHFR), as quais causam hiperhomocisteinemia
grave em homozigotos Kraus, (1994); Goyette et al., (1994, 1995), Kluijtmans et al.
(1996). Tais mutagdes resultam em retardo no desenvolvimento, anomalias
neuroldgicas e complicagdes vasculares. O metilenotetrahidrofolato é fonte natural de
folatos da alimentagdo e atua como doador de radical metileno para a formagdo da

metilcobalamina. Este radical € transferido & homocisteina para a formacdo da

metionina, um aminodcido essencial ao metabolismo das proteinas.

1.2.5.1 Anormalidades Vasculares

A mutacdo no gene MTHFR C677T pode representar um importante
fator de risco genético para doencas vasculares. Homozigotos para a mutacdo (TT),
podem apresentar risco trés vezes maior de evoluir para uma doenca cardiovascular

(Kluijtman et al.,1996).
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Morita et al. (1997) sugeriram que o polimorfismo MTHFR C677T é um
sério risco para doenca arterial coronariana. Em pacientes que apresentavam doencas
coronarianas, foi verificado que o nivel de homocisteina se encontrava elevado no
plasma. Estes pacientes demonstraram uma deficiéncia de folato; portanto a atividade

da metilenotetrahidrofolato

redutase estava diminuida, demonstrando a termolabilidade da mesma, e posteriormente

confirmou-se que apresentavam a muta¢do para MTHFR Frosst, et al. (1995).

Wenstrom et al. (2001), pesquisaram malformagdes cardiacas congénitas
e demonstraram que 50% dos defeitos cardiacos congénitos isolados, estavam
relacionados com a mutagdo MTHFR C677T e o nivel elevado de homocisteina

plasmatica.

1.2.5.2 Anormalidades Neuroldgicas

Além de relatos sobre as doencas coronarianas, varios estudos
demonstraram a relacio do MTHFR com o fechamento do tubo neural. Os defeitos do
fechamento do tubo neural (NTD) sdo malformacdes congénitas graves, mais comuns
que ocorrem devido a falhas de unido da linha média do tubo neural. Predisposicao
genética, deficiéncia nutricional materna e outros fatores externos t€ém sido implicados
na etiologia das defritos do tubo neural (NTD). Sttegers et al. (1994); Milss. (1995)
demonstraram em diversos estudos o aumento dos niveis de homocisteina plasmatica

em maes de criancas com NTD.
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van der Put, (1996) observou que maes homozigotas (TT) e filhos
homozigotos (TT) para mutacio MTHFR C677T, teriam risco até sete vezes maior para
espinha bifida. Tanto a hiperhomocisteinemia e muta¢des no gene MTHFR tém sido
associadas com NTD (van der Put,,1995,1998; Whitehead, 1995; Shields, 1999).
Acredita-se que a presenca de concentragdes normais do nivel de folato, sdo
importantes para a expressdo fenotipica dessas mutagdes. A deficiéncia completa de
folato nao € incomum entre mulheres que deram luz a filhos com NTD, assim, a terapia

de folato pré-concepcional poderd suprir uma deficiéncia nutricional, Shields (1999).

Evidéncias t€ém demonstrado que as doencas do tubo neural (NTD) nado
estdo relacionadas apenas com a defici€ncia nutricional (niveis baixos do dcido félico —
(Mionhos et al., 1996), mas também, com defeitos metabdlicos originados a partir de
mutagdes no gene da enzima MTHFR. Frosst et al.1995 afirmaram que niveis de folato

sérico maiores que 15,4 mM parece neutralizar os efeitos da mutacao.

Cunha et al. (2001), estudaram os efeitos metabdlicos das mutagcdes
C677T e A1298C em criangas brasileiras com defeitos no tubo neural, e demonstraram
que o desenvolvimento de NTD té€m etiologia multifatorial, envolvendo a acdo

combinada de ambos os genes e os fatores nutricionais.

Defeitos no tubo neural (NTD), natimortos e abortos sucessivos tém sido
associados com hiperhomocisteinemia, (Woutres, 1993; Mills, 1995). A mutacdo
MTHFR C677T esta associada com um aumento de risco dois a quatro vezes se o
paciente de NTD ou a mae é homozigoto para esta mutacdo, (Whitehead ,1995; van der

Put ,1995; 1996; 1997).
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1.2.5.3 Outras Anormalidades

Isotalo et al. (2000), investigaram a associa¢do entre os polimorfismos
MTHFR C677T e A1298C com a inviabilidade fetal, analisando 119 amostras de
sangue do corddo umbilical de neonatos e do tecido fetal de 161 gestacdes
interrompidas espontaneamente e, descreveram combinacdes genotipicas que poderiam
estar relacionadas com a inviabilidade fetal. Seus resultados demonstraram que as
combinacdes 677CT/1298CC e 677TT/1298CC, que contém trés a quatro alelos
mutantes, respectivamente, nao foram observadas no grupo neonatal. No entanto, essas
combinacdes foram encontradas no grupo em que as gestacdes foram interrompidas,
sugerindo desta forma que a viabilidade pode estar reduzida nos fetos, que apresentam
os gendtipos 677CT/1298CC e 677TT/1298CC, com uma possivel desvantagem

seletiva (Tabela 10).

Tabela 10- Distribuicao Individual de genétipos MTHEFR para Grupos Neonatais e
Fetais

Freqiiéncia Observada
Genétipo MTHFR Grupo Neonatal Grupo Fetal p
(n=119) (n=161)
677CC S71 596 714
677CT 311 372 311
677TT 118 031 .007
1298AA 361 342 .800
1298AC 563 S15 468
1298CC 076 143 .090

n=nudmeros de individuos. Fonte : Isotalo et al. ( 2000)
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Skibola et al., (1999), observaram uma redugdo de trés vezes em relacao
ao risco de ALL (Leucemia linfocitica aguda) em individuos heterozigotos (AC) para
mutacilo MTHFR A1298C e um risco de quatorze vezes menor naqueles que

apresentavam o genétipo CC (MTHFR A1298C).

Kobashi et al. (2000) estudaram 101 mulheres japonesas com
hipertensdo na gravidez, incluindo 73 casos de pré-eclampsia e 215 controles normais
gravidas e ndo acharam nenhuma associagdo entre as variantes MTHFR C677T e a pré-

eclampsia.

1.3 A DEFICIENCIA DO MTHFR E A SINDROME DE DOWN

A sindrome de Down € uma doenca genética complexa resultante da
presenca de trés copias do cromossomo 21 (trissomia do 21). Na maioria dos casos o
cromossomo extra resulta da segregacdo anormal durante a meiose (ndo disjungdo
meidtica). O evento da nao disjunc¢do € de origem materna em 95% dos casos, ocorrendo
principalmente durante a meiose I na maturacdao do odcito, antes da concep¢do e/ou na
anafase da meiose II, durante o tempo de fertilizacdo da fémea adulta, (Lemaire-AdiKns,
1997; Picton, 1998; Hunt & Lemaire — AdiKns 2000). A sindrome de Down ocorre com
uma freqiiéncia estimada de um em 800 nascidos vivos, tornando-a a condi¢do mais
comum de aneuploidia compativel com a vida, (Jorde, L.B ef al., 1995). Este valor é
considerado muito elevado, visto que é dez vezes superior ao das outras doencas
genéticas humanas. Esta incidéncia é muito mais elevada em recém-nascidos ou fetos de

maes com idade superior a trinta e cinco anos.
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A Sindrome de Down pode ser diagnosticada ainda na vida intra-uterina,
ou mesmo algum tempo depois, a partir de certos aspectos dismoérficos os quais podem

variar ligeiramente, mas que constituem um quadro sintomético anatdmico comum:

Face:
*Arredondada e com perfil achatado; fendas palpebrais obliquas (angulos externos
elevados); pregas epicanticas internas; manchas de Brushfield em redor da margem da
iris; orelhas de implantacdo baixas e com aspecto dobrado; nariz pequeno com a ponte
nasal achatada; boca entreaberta; palato ogival; lingua estriada e, geralmente, protusa;

dentes com erupcao tardia e irregular;

Cranio:
*Braquicefalia (diametro AP diminuido); perimetro cefdlico diminuido; fechamento

tardio das fontanelas;

Pescoco:
*Curto e largo, com excesso de pele na nuca em RN, que pode ser visualizado desde a

vida intra-uterina;

Maos:
*Pequenas, porém largas, geralmente contendo uma unica prega transversal na palma

da mao ("prega simiesca"); dedos curtos; 5° dedo encurvado lateralmente -
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clinodactilia; hipoplasia da falange média do 5°. dedo com prega de flexdo tnica;

presenca de alteracdes dermatoglificas;

Pés:

*Maior afastamento entre o hdlux e o segundo artelho, associado a prega cutinea

profunda entre eles;

Manifestacoes dsteo-musculares:

*Hipotonia muscular - primeira alteracdo a ser detectada no recém-nascido;
hiperflexibilidade articular (frouxidao ligamentar); displasia acetabular; deslocamento

da 1% vértebra cervical sobre a segunda

Desenvolvimento somatico:

*Estatura baixa e peso baixo ao nascimento; retardo no desenvolvimento somatico:

baixa estatura (1,45 a 1,68 cm para homens; 1,32 a 1,55 para mulheres);

Desenvolvimento mental:

*A deficiéncia mental é o comprometimento mais constante e importante da SD,

porém variavel.

Desde a identificacdo da primeira trissomia humana, mais de 40 anos
atrds, muitas tentativas tem sido feitas para elucidar fatores que possam estar

influenciando a taxa da ndo disjuncdo meidtica em nossa espécie. Desta forma, tem sido
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estimado que 15-20% de todas as concep¢des humanas sdo cromossomicamente
anormais em funcdo de erros na divisdo meidtica, no entanto, a maioria desses erros €
letal para o embrido e resultam na perda do feto (Hunt, 1998).

A realizacdo de estudos para identificar fatores genéticos que possam
estar associados com a nao-disjun¢do meidtica humana, t€ém se demonstrado com pouco
ou nenhum sucesso. Recentemente, publicacdes associando o polimorfismo da MTHFR,
em maes de criancas com a sindrome de Down tém despertado interesse académico
(Hassold et al., 2001).

Seguindo evidéncias cientificas comprovadas, a Organizacdo Mundial de
Saide (OMS) recomenda a inclusdao do suplemento de ~ 0,4 mg de dcido félico didrio,
um més antes até dois meses depois da concepcdo, isto €
PERICONCEPCIONALMENTE. Sabe-se que o 4cido félico evita parte da recorréncia
de defeitos de tubo neural, em irmaos e que uma dose dez vezes maior (4 mg didrios)
estd indicada em mulheres que ja tiveram um filho com anencefalia ou espinha bifida. O
suplemento com acido félico também previne a ocorréncia de vérios tipos de defeitos
congénitos.

O 4cido folico € essencial para sintese dos precursores de nucleotideos
para a sintese normal de DNA e também € essencial para as reacdes normais de
metilacdo celular. As deficiéncias cronicas de folato/metil in vivo e in vitro t€ém sido
associadas com metilacdo anormal do DNA, (Balaghi & Wagner, 1983; Pogribny et al.,.
1995; Fowler, 1998; Jacob, 1998), quebras da seqiiéncia de DNA, (Blount, 1997;
Pogribny, 1997; Duthie, 1999), recombinagcdo cromossdmica alterada, (Knuutila et al.,
1978; MacGregor, 1997) e segregacao cromossdmica anormal (Libbus et al., 1990;

Leyton et al., 1995; Chen et al., 1998b; Titenko-Holland et al,. 1998; Xu et al., 1999).
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Estudos clinicos experimentais, mais recentes demonstraram que a
hipometilacio no DNA gendmico estd associada com a instabilidade cromossdmica e
segregacdo anormal. James et al. (1999) demonstraram que a caréncia de folato e a
deficiéncia de metileno in vivo resultam na hipometilagdo do DNA, quebra de fita do
DNA e expressao anormal do gene. Baseado nessas evidéncias, os mesmos autores,
sugeriram a possibilidade de que interacdes gene-nutrientes associadas com
metabolismo anormal de folato e hipometilacio do DNA, podem aumentar o risco de
nao-disjuncao cromossodmica.

A MTHEFR catalisa a sintese do 5-metiltetrahidrofolato, o doador de metil
para a remetilacdo da homocisteina a metionina dependente de B12 através da reacao de
sintase metionina. A metionina € a precursora da sintese de S-adenosilmetionina (SAM),
o maior doador celular de metileno para DNA, RNA, proteina e metilacdo fosfo-
lipidica. A reducdo na atividade enzimadtica associada com o polimorfismo MTHFR
677C > T, aumenta a necessidade da presenca de 4cido félico na dieta para manter a
remetilacdo normal da homocisteina a metionina, (Bailey & Gregory, 1999) (Figura 5).
Conseqiientemente, um nivel baixo de folato em individuos com a mutacio MTHFR*T,
resulta num aumento do nivel de homocisteina e redu¢do no nivel de metionina.
Elevacdo cronica na homocisteina intracelular pode levar a reducdo na propor¢do de
SAM a S-adenosilhomocisteina (SAH) que estd associada com inibi¢do da
metiltransferase do DNA e da hipometilagdo do DNA, (Balaghi & Wagner, 1993; de

Cabo et al.,1995; Melnyk et al.,2000).
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Figura 5: Visdo geral das reacdes interativas e interdependentes envolvidas no

metabolismo de um carbono celular, com énfase nas duas maiores fungdes desses
caminhos no metabolismo de DNA: sintese de DNA normal e metilacio de DNA
normal. Essas duas fungdes mais importantes se intersectam com a reacdo de sintase
metionina dependente de folato/B12, o que gera um tetrahidrofolato metabolicamente
ativo para a sintese precursora do nucleotideo de DNA, e, ao mesmo tempo, regenera a
metionina da homocisteina. Tanto a sintese de DNA quanto a metilacio de DNA sao
afetadas negativamente pelo consumo inadequado de folato ou vitamina B12 e/ou por
mutagdes nesses caminhos. Observe que uma elevacdo na homocisteina induz o reverso
da reacdo hidrolase do SAH e causa uma elevacao no SAH, um inibidor de produto

potente da reacdo de metiltransferase do DNA, (de Cabo et al.,1995).

A associacdo entre deficiéncia de folato e hipometilagdo de DNA sugere
que fatores de deficiéncia genéticos e/ou nutricionais, que afetam negativamente o
metabolismo de folato, pode estar relacionado ao aumento do risco de nao-disjuncgdo e

sindrome de Down.
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James et al. (1999) realizaram um estudo no Canadd, envolvendo dois
grupos de maes com idade inferior a 40 anos: a) Maes de criangas com sindrome de
Down e b) Maes de criancas sem a sindrome (controles). Seus resultados demonstraram
um aumento significativo nas concentracdes de homocisteina plasmaética, nas maes de
criangas que apresentavam a sindrome de Down. Estes resultados estao de acordo com o
metabolismo anormal do folato e de metileno. Desta forma demonstraram que em
média, maes com mutacdes MTHFR C677T apresentavam um risco de 2,6 vezes maior
de terem filhos com sindrome de Down. Adicionalmente, analisaram a atividade
enzimatica da MTHFR em relag¢do ao conjunto de genétipos e observaram uma redugao

de 35%, para individuos heterozigotos (C/T) e de 70% para os homozigotos (T/T).

Hobbs et al. (2000), realizaram um estudo em maes de criangas com
sindrome de Down, cariotipicamente confirmadas, da drea metropolitana de Atlanta,
Califérnia e o Centro Nacional de Pesquisas toxicolégicas (NCTR) em Jefferson,
Arkansas, e demonstraram que a presenca do polimorfismo MTHFR 677T confere um
aumento quadruplo no risco materno de ter uma crianca com Sindrome de Down.
Também compararam a freqiiéncia alélica entre maes controles e maes de criancas com

Sindrome de Down, os resultados do estudo se encontram nas Tabelas 11 e 12.

Tabela 11 - Freqiiéncia de Alelos de MTHFR 677C T em Mulheres com Gestacdes
Afetadas pela Sindrome de Down (Maes-estudo) e Maes-controle.

Freqiiéncia em Maes

Estudo Controle
Genétipo Alelo Alelo % Alelo % X2 P
C 186 .59 193 .69
MTHFR
T 128 41 87 31 6.02 01

Fonte: Hobbs et al. (2000).
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Tabela 12 — Associac@o entre Gen6tipo MTHFR Materno em Gestacdes Afetadas pela
Sindrome de Down (Miées-estudo) e Mées-controle.

N° (%) de N° (%) de Maes-
Maies-estudo controle

Taxa de
Genotipo ~ =157) (n=140)  risco 95% CI P
CC 51 (32) 67 (48) 1.0
CT 84 (54) 59 (42) 1.87 1.14-3.06 02
TT 22 (14) 14 (10) 2.06 96-4.43 09
CTouTT 196 (68) 73 (52) 1.91 1.19-3.05 01

Fonte: Hobbs et al. (2000).

Grillo et al. (2002) analisaram 36 (78% caucaséides 22% negroides)
maes de criancas com Sindrome de Down e 200 controles, (idade de 16 a 42 anos), para
o polimorfismo do gene MTHFR C677T e A1298C, os resultados (Tabelas 13 e 14)
demonstraram que tais polimorfismos sdo mais prevalentes entre as maes de criangas
com Sindrome de Down. A combinac¢do de duploheterozigoto (CT/AC) foi o resultado

mais encontrado, portanto concluiram que sdo fatores de risco para Sindrome de Down.

Tabela 13- Gendtipos do Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) em maes de filhos
com Sindrome de Down e controles.

Genoétipo Controle Maes de filhos com SD
677/1298 33 17

677/677 11 3
1298/1298 15 1

677/N 62 4
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Tabela 13- Genétipos do Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) em maes de
filhos com Sindrome de Down e controles.

(Continuacao)
1298/N 39 7
N/N 40 4
Total 200 36

N= sem nenhuma das duas mutacdes; 677= 677(C »T) e 1298 = 1298 (A>C). Fonte: Grillo et
al.(2002).

Tabela 14- Propor¢des de alelos estudados da metilenotetrahidrofolato redutase

(MTHFR) em amostra controle e em de maes de criancas com Sindrome Down.

Maes de criancas com

Controles Sindrome de Down
Alelos N % N % Total
677 117 0,2925 27 0,3750 144
1298 102 0,2550 26 0,3611 128
N 181 0,4525 19 0,2619 200
Total 400 1,0000 72 1,0000 472

N= nenhuma das duas mutacdes; 677= 677 (C - T) e 1298= 1298 (A - C).
Fonte: Grillo et al. ( 2002).
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2 OBJETIVOS:

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo é investigar a prevaléncia de duas mutacdes no
gene da MTHFR, C677T e A1298C, que podem estar associadas com risco aumentado
para Sindrome de Down, em 41 maes de pacientes que apresentavam esta sindrome
associadas a APAE (Associagao de Pais e Amigos de Excepcionais) de Belém (PA),

Brasil e comparar com a amostra controle.

2.1.1 Objetivos Especificos

1) Determinar as freqiiéncias das mutacdes MTHFR C677T e A1298C, em uma
amostra de 41 maes associadas a APAE de Belém (PA);

2) Determinar as freqiiéncias das mutacdes MTHFR C677T e A1298C, em uma
amostra controle de 39 mées em Belém (PA);

3) Comparar as freqii€ncias genotipicas e alélicas obtidas no presente estudo com
dados descritos na literatura;

4) Avaliar a potencialidade dessas mutacdes para serem utilizadas como triagem

populacional e/ou familiar e aconselhamento genético pelo LGHM da UFPA.
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3- MATERIAIS E METODOS:

3.1 POPULACAO ESTUDADA:

Para realizacdo deste trabalho, foram selecionadas 41 criancas com
sindrome de Down e suas respectivas maes e 39 amostras controles (maes). A idade dos
filhos variou entre seis meses e 26 anos € das mies de 17 a 48 anos (no momento da
concepgao).

As maes das criancas com sindrome de Down associadas a APAE
(Belém-PA), foram convocadas para assistirem uma palestra sobre o assunto, ministrada
pela Dra. Andrea Kely Campos Ribeiro dos Santos, onde foram entio convidadas a
participar da pesquisa, juntamente com seus filhos. As mesmas concordaram em
colaborar com a pesquisa. O critério Unico era que tivessem filho com sindrome de
down com confirmacio através de caridtipo. Foram entdo submetidas a um questionario
(Anexo 1). O termo de consentimento foi obtido de todas as mées (Anexo 2). Este

projeto foi submetido ao conselho de Etica da UFPA.

3.1.1 Obtencao das amostras:

Foram colhidos cerca de SmL de sangue periférico em sistema de coleta a
vacuo, utilizando-se vacutainer® contendo EDTA como anticoagulante. O sangue foi
centrifugado a 2.000 rpm durante 15 minutos, para completa separacdo das fases. O

plasma foi removido, deixando-se apenas uma pequena quantidade deste sobre o
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conteddo leucocitdrio. Estes foram entdo submetidos ao congelamento a —20°C sem

crioprotetor, para posterior extracado do DNA.

3.1.2- Extracdo do material biolégico

Para a extracio do DNA utilizou-se do método convencional fenol-
cloroférmio e preciptacdo de etanol (Sambrook er al., 1989). O material foi
descongelado a temperatura ambiente e depois transferido para tubo de centrifuga com
tampa, sendo entdao submetido a lavagem com soluc¢do tampao PBS pH 7,4 (NaCl 0,14
M; KCIl 2,7 mM; Na2HPO4; 5,4 mM; KH2PO4 1,8 mM) para que fossem assim
retirados os restos organicos, na propor¢cao de 2 a 3 vezes o volume existente de
hemadcias. Esta mistura foi agitada suavemente por inversao do tubo e centrifugada a
4.000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e ao sedimento foram
adicionados cerca de 5 mL de solugao de lise (NaCl 0,3 M; EDTA 100 mM, tampao
Tris HCI 100 mM ph 7,5 e Uréia 7,0 M), para promover o rompimento das células
brancas. Repetiu-se a homogeneizacdo da mistura, sendo acrescentado dodecilfato de
sodio (SDS) a 20%, na proporcao de 10% do volume utilizado na solugdo anterior. A

solucdo foi entdo incubada em banho maria a 37°C por doze horas.

Apés a incubagdo, um volume de solucdo de fenol-cloroférmio (1:1) foi
adicionado para cada volume de solucdo de lise usada, agitando-se suavemente a
mistura durante 10 minutos. Logo apds a mistura foi centrifugada a 4.000 rpm por mais
10 minutos e a fase sobrenadante foi transferida para outro tubo. O cloroférmio foi

previamente misturado com alcool isopropilico na propor¢ao de 24:1.
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Apés duas extragdes com fenol cloroférmio e duas cloroférmio-alcool
isopopdlico, foram adicionados 4 fase sobrenadante, uma solu¢do de acetato de sddio
(3,0 M), na proporcao de 10% do volume existente, para promover a precipitacdo do
DNA e, em seguida, etanol absoluto gelado em quantidade correspondente a 2,5 vezes o
volume final da extracdo. Na ultima etapa diluiu-se 0o DNA com 4gua deionizada estéril,
na proporcao de 0,2 a 0,6 mL, de acordo com a quantidade precipitada. Esta soluc¢do foi
deixada a temperatura ambiente por aproximadamente 4 horas para permitir sua

completa dissolugdo e, posteriormente, congelada.

3.1.3- Amplificacao por PCR do gene MTHFR

Amostras de DNA em pequenas quantidades ou antigas, eram
consideradas inuteis para estudos posteriores, porém em 1983, o bioquimico Kary
Mullis et al., desenvolveram a técnica da reacdo em cadeia de polimerase, a PCR. Esta
técnica permite a amplificagdo enzimdtica de uma seqiiéncia curta de qualquer DNA
conservado. Para tanto, é necessario que se conheca, pelo menos parte de das seqii€éncias
de nucleotideos, que flanqueiam a seqii€ncia de interesse (iniciadores). Os primers sao
pequenos segmentos de DNA, ou melhor, filamentos simples (20 a 35 nucleotideos de

comprimento), um complementar a regido 5 e outro complementar a regiao 3”.

O método de andlise foi PCR, reacdo em cadeia de polimerase, seguida
de digestdo enzimatica especifica para os sistemas MTHFR C677T, (van der Put et

al.,1998) e A1298C (Weisberg et al.,1998).



52

3.1.4 Amplificacio do Gene MTHFR (677 e 1298)

A PCR foi realizada em um termociclador de temperatura programéavel
Thermo Hybaid PCR Express, em ciclos descritos na (Tabela 15 e 16). Um fragmento
de 198 pb que contém a substituicio C— T no nucleotideo 677 foi flanqueado por
primers desenhados por Frosst et al. (1995) (Tabela 17). Para o sistema MTHFR 1298,
um fragmento de 138 pb que contém a substituicio A—> C no nucleotideo 1298 foi
flanqueado por primers desenhados por Weisberg et al. (1998) (Tabela 18). As
condi¢des da reacdo para um volume total de 25 pL foi a seguinte: 1 uL de DNA, 2,5
pL de tampao 1x (KCL 500 mM, Tris-HCI 200 mM/ pH 8,4), 1,5 uL de MgCl,, 2,5 uL

de cada primer, 2,0 uL. dNTP, 0,2 uLL de Taq polimerase e 14,3 uLL H,O destilada.

Tabela 15- Programa de amplificagao do gene MTHFR (sistema 677).

PASSOS TEMPERATURA TEMPO CICLOS
Desnaturacao Inicial 94°C Iminuto 1x
Desnaturacao 94°C 30 segundos
Hibridizac¢io 64°C 30 segundos 33x
Extenséo 72°C 30 segundos

Extensao 72°C 10 minutos 1x




Tabela 16- Programa de amplificagdo do gene MTHEFR (sistema 1298).
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PASSOS TEMPERATURA TEMPO CICLOS
Desnaturacao Inicial 94°C Iminuto 1x
Desnaturacio 94°C 30 segundos
Hibridizac¢ao 68°C 30 segundos 33x
Extensio 72°C 30 segundos
Extensao 72°C 10 minutos 1x
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TABELA 17- SEQUENCIA DOS PRIMERS E TAMANHO DOS

FRAGMENTOS AMPLIFICADOS

PRIMERS SEQUENCIA DOS PRIMERS PRODUTO(PB) REFERENCIAS

MTHEFR (677) F:5-TGA AGG AGA AGG TGT CGT CTG CGG GA -¥ 198 PB 1

R:5’- AGT AGC AGA TGA CCA TGA CAA GCAGCGGCAG-¥

MTHFR (1298) F: 5°-GGG AGG AGC TGA CCA GTG CAG-3 138 PB 2

R: 5’-GGG GTC AGG CCA GGG GCAG- ¥

1=Frosst et al. (1995); 2= Weisberg et al. (2001)
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3.1.5- DIGESTAO ENZIMATICA MTHFR 677 E MTHFR 1298

Para a realizacdo da digestdo enzimdtica é necessdario que se utilize
enzimas de restricdo, que possuem a propriedade tnica de cortar (ou clivar ou digerir) a
molécula de DNA duplo-filamento. Elas reconhecem certas seqiiéncias nucleotidicas
especificas do DNA, chamadas sitio de restricdo e geralmente cortam a molécula de

DNA, originando um conjunto de fragmentos especifico.

A digestdo enzimdtica é importante na identificacdo dos individuos que
tem o sitio, denominado de positivos ou presenca do sitio, € 0s que nao tem o sitio de

restri¢do, ou seja, os negativos, ou auséncia do sitio.

Para realizar a digestdo enzimética, foram utilizados 5 uL da enzima
Hinf 1 (MTHFR 677) e Mbo 11 (MTHFR 1298), 10 uL do tampao especifico (1X) e
10uL de PCR. Em seguida, colocou-se em banho maria a 37°C durante 16 horas.
Depois de realizada a digestdo enzimatica, as amostras foram submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida a 7% (MTHFR 677) e 10% (MTHFR 1298). Foram utilizadas
placas de vidro préprias para este procedimento, devidamente limpas com extran, 4gua
e alcool a 70%. Preparou-se o gel a 7%, (29 mL de dgua, 4 mL de TEB 10X (Tris 0,09
M, EDTA dissédico 0,002 M e 4cido bérico 0,009 M), 7 mL de Acrilamida, 25 uL de
persulfato e 50 puL de temede o gel a 10% ( 26 mL de dgua, 10 mL de Acrilamida, 250
puL de persulfato e 50 uLL de temed). Cada mistura foi desprezada nas placas, e ap0s isto

colocou-se o pente que originou os pocos de aplicagao.

Na aplicagdo das amostras foram adicionandos 5 pL da reacdo (digestao)

e misturados com 5 pL do corante (Ficol 4 15% diluido em &4gua e 25% de azul de
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bromofenol). A placa era posta no sistema de eletroforese vertical, sob uma tensiao de

200 volts por 5 horas (ou ainda 80 volts over night).

Decorrido este tempo, os géis foram retirados e colocados em solucao
fixadora (100 mL de etanol, 5 mL de 4cido acético, 895 mL de dgua deionizada) por
aproximadamente 20 minutos. Logo depois, retirou-se a solucdo e acrescentou-se
nitrato de prata (0,17g /100 mL de dgua deionizada) por 25 minutos. Depois o gel foi
lavado com &4gua deionizada por 1 minuto. A dgua foi retirada e imediatamente
adicionou-se a solugdo reveladora (0,75 mM de NaOH/ 1 mM de formaldeido/250 mL

de 4gua deionizada) por cerca de 10 minutos.
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3.1.6 Analise Estatistica dos Dados

As freqiiéncias alélicas e genotipicas foram calculadas por simples contagem de

genes, onde foi verificado que ambas estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg.

A frequéncia  haplotipicas foram estimadas pelo programa Arlequim,
(Schneider et al.,1997), combinando os gendtipos encontrados em cada sistema, para
todos os individuos.

A comparacio haplotipica entre as amostras foi feita utilizando-se um teste y >

resolvido pelo programa CLUMP, (Sham & Curtis, 1995).
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4 RESULTADOS

4.1 FREQUENCIAS GENOTIPICAS MTHFR C677T E A1298C

No presente estudo, nossos resultados demonstraram que a distribuicao
dos gendétipos MTHFR (C677T e A1298C), para médes investigadas e maes controles,
estdo em equilibrio de Hardy Weinberg. Ou seja, a distribuicdo genotipica para as
mutacdes, na amostra investigada e controle nao diferiu do esperado, presumindo HWE
(equilibrio de Hardy Weinberg) entre os grupos. Esses dados indicam que as amostras
sdo representativas, dentro da populagdo de Belém, apesar do tamanho amostral
pequeno (das amostras controles). No total, as andlises de genotipagem para os dois
pontos de mutacdo (677 e 1298) para o gene MTHFR foram feitas em 39 maes controles
e 41 maes cujos filhos apresentavam Sindrome de Down e que freqiientam a APAE

Belém-PA (Tabelas 18 e 19).

Tabela 18-Freqiiéncias genotipicas absoluta para o sistema MTHFR C677T entre maes
estudo e maes controles.

Maes-estudo  Maes-controle

(n = 41) (n =39)

GENOTIPO X2
CcC 17 18
CT 20 14 (x>=2,48)
TT 4 7

(x? =1.857, P=0,4174)
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A distribui¢do do gendtipo MTHFR C677T entre maes investigadas no
presente trabalho foi similar 4 das maes controles () 2= 2,48, P= 0,4174). Como
mostrado na Tabela 19 a freqiiéncia absoluta dos genétipos C/C, C/T e T/T entre as
maes controles foram de 18, 14 e 7 respectivamente. A freqiiéncia absoluta
correspondente entre as maes de criancas com a Sindrome de Down foi de 17, 20 e 4
respectivamente. Estes resultados sugerem que esta mutacdo, isoladamente, ndo estd
associada com o risco de ter uma crianga com Sindrome de Down, para esta populacdo
estudada. Os individuos homozigotos para o genétipo CC (-/- 198 pb), heterozigotos
CT (+/- 175 pb e 198 pb) e homozigotos recessivos TT (+/+ 175 pb e 23 pb) para a

mutagdo MTHFR C677T, estdao demonstrados na Figura 4.

CC TT CT

198 pb

175 pb

Figura 4- Gel de poliacrilamida a 7%, demonstrando os gendtipos observados no

presente estudo.



60

Tabela 19- Freqiiéncia genotipica absoluta para o sistema MTHFR A1298C entre maes

estudo e maes controles.

Maes-estudo Maes-controle
GENOTIPO (n =41) (n =39)
AA 2 3
AC 17 19
CC 22 17

v*=0,902 ¢ P = 0,637

A distribuicao do gendtipo MTHFR A1298C entre maes investigadas foi
similar a das maes controles (y 2= 0,902 e P = 0,637). Como mostrado na Tabela 20, as
freqii€ncias absoluta dos genétipos A/A, A/C e C/C entre as maes controles eram de 3,
19 e 17 respectivamente. A freqiiéncia absoluta correspondente entre as maes de
criancas com a Sindrome de Down foi de 2, 17 e 22 respectivamente. Estes dados
também sugerem que esta mutagdo, isoladamente, nao estd associada com o risco de ter

uma crian¢ca com Sindrome de Down para esta populagdo estudada.

Nao foi encontrado aumento de freqiiéncia do alelo MTHFR*T (C677T)
e MTHFR*C (A1298C) nas maes investigadas, quando comparadas com as maes
controles. Na Tabela 21 s@o apresentadas as freqiiéncias de alelos MTHFR (C677T e
A1298C) encontradas para maes investigadas e maes controles. Para o sistema C677T a
freqii€ncia do alelo MTHFR*T foi de 34,1% (28/82 alelos) entre as maes investigadas e
35,9% (28/78 alelos) em maes controles. Para o sitema MTHFR A1298C a freqiiéncia
para o alelo MTHFR*C foi de 74,4% (61/82 alelos) apara sa maes investigadas, e de

67,9% (53/78 alelos) para maes controles. Estes dados sugerem que, na populacdo
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estudada, a freqiiéncia do alelo mutante para ambos sistemas (C677T e A1298C) esta
distribuida de maneira uniforme entre maes investigadas e maes controles. Os
individuos homozigotos para o gendtipo AA (-/- 138 pb), heterozigotos CT (+/- 138 pb
e 119 pb) e homozigotos recessivos para o genétipo TT (+/+ 119 pb e 19 pb) para a

mutagdo MTHFR A1298C, estdo demonstrados na Figura 5.

AC AA AA CC

138pb

119pb

Figura 5- Gel de poliacrilamida a 10%, demonstrando os gendtipos observados no

presente estudo.



62

Tabela 20-Freqiiéncia Alélica MTHFR*T(677) e MTHFR*C (1298) em maes estudo e

maes controles.

FREQUENCIA EM MAES
Estudo Controle
GENOTIPO Alelo N % N % X? P
MTHFR C 54 659 50 64.1 X2 =0,054
(C677T7) 0.05
T 28 34.1 28 359 P=0,8736
A 21 25,6 25 32,1 x2 =0,809
MTHFR 0.8
(A1298C)
C 61 74.4 53 67,9 P=0,39

As freqiiéncias haplotipicas (C677T e A1298C) estao demonstradas nas

nas tabelas 21 e 22. Essas freqiiéncias quando comparadas isoladamente entre si, nao

apresentam resultados significantes () ’= 5.6 — P= 0.12). Comparando o grupo de

individuos que apresentava, pelo menos um alelo mutante (T-C, T-A e C-C), também

nao observamos significancia ( ’=0.0001- P=1).

Tabela 21*-Freqiiéncia Haplotipica (C677T e A1298C) — Maes investigadas

Sistema MTHFR C677T
Sistema MTHFR A1298C T
A 0.04924 0
C 0.05843 0.34146




Tabela 22*-Freqiiéncia Haplotipica (C677T e A1298C) — Maes controles

Sistema MTHFR C677T
Sistema MTHFR A1298C C T
A 0.25217 0.06834
C 0.38885 0.29063

e 2=5.56 (CLUMP; Sham & Curtis, 1995).
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5 DISCUSSAO

Diversos estudos tém sido realizados para tentar elucidar os fatores que
levam a ndo disjuncdo meidtica e conseqiientemente a trissomia do 21. James et al.
(1999) analisaram a freqiiéncia do polimorfismo MTHFR C677T em maes de criancas
com Sindrome de Down e maes controles do Canadd. Seus resultados demonstraram
que maes que apresentavam a mutacdo MTHFR C677T, teriam o risco de 2.6 vezes
maior de terem filhos com a Sindrome de Down.

Hobbs et al. (2000) também analisaram a freqii€ncia do polimorfismo
MTHFR C677T em maes de criancas com Sindrome de Down e maes controles de trés
locais (Atlanta, Califérnia e Arkansas). Em seus resultados os autores demonstraram
que a freqiiéncia deste polimorfismo era maior em maes de criangas com Sindrome de
Down que em maes controles, conferindo um risco quadruplo materno de ter uma
crianga com SD (Tabela 23).

Chadefaux et al. (2001) realizaram um estudo com maes de criancas
com sindrome de Down e um grupo controle da populacdo em geral dos Estados
Unidos. Neste estudo, relacionaram a freqiiéncia do polimorfismo MTHFR C677T e o
risco materno para Sindrome de Down. Os autores ndao observaram diferencas entre os
dois grupos, concluiram portanto que este polimorfismo nao estaria associado com o

risco para Sindrome de Down (Tabela 23), na populacdo estudada.
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Tabela 23-Freqiiéncia genotipica e alélica para o Sistema MTHFR C677T entre maes

de filhos com Sindrome de Down.

GENOTIPOS % Alelos %
POPULACOES
5 N) CC CT TT C T

Canadil 57 26.3 59.6 14.0 56.0 44.0
E.U.A? 157 32.0 54.0 14.0 59.0 41.0
E.U.A* 85 42.0 49.0 8.0 67.0 33.0
Brasil (SP)4 36 38.9 472 13.9 62.0 38.0
Mies estudo’ 41 41.5 48.8 9.7 65.9 34.0

N= niimero de individuos. ' James et al., 1999; 2 Hobbs et al., 2000; 3 Chadefaux et al.,2001; 4

Grillo et al., 2002; 3 Presente Estudo.

No Brasil, ainda sdo poucos os estudos envolvendo o polimorfismo do
alelo MTHFR*T. Franco et al. (1998) , foram os primeiros a descrever a freqiiéncia
deste polimorfismo em Afro-brasileiros, Brancos (SP), Japoneses (SP) e Indigenas da
Amazonia (12.0 %, 37.0%, 40% e 24%, respectivamente). Na regido norte do pais, a
cidade de Belém foi uma das primeiras a ser investigada em relagdo a distribuicdo deste
polimorfismo (Rodrigues-Ribeiro 2000). Este autor demonstrou uma freqiiéncia de
27.8% e 22.5 % em duas geragdes (pais e filhos). Elleres (2002), estudando o
polimorfismo na populacdo da cidade de Belém, demonstrou uma freqiiéncia de 33%
para o alelo MTHFR*T.

Quando comparamos esses resultados, descritos acima, com os obtidos
no presente estudo, observamos que as freqiiéncias alélicas em relacdo ao sistema
MTHFR 677, entre maes de filhos com Sindrome de Down e madies controles

(MTHFR*T 34,1% e 35,9%), ndo diferem estatisticamente dos observados na populacdo
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em geral de Belém (Tabela 24). Quando comparamos a freqiiéncia do alelo
MTHFR*T(677) com as descritas nos diferentes grupos étnicos, observamos uma maior
aproximacao dos valores obtidos em Belém com os observados em populacdes

Européias, conforme descritos por Franco et al. ( 1998), (36,2%).

Tabela 24- Comparacdo das freqiiéncias genotipicas e alélicas do sistema MTHFR

C677T entre a populagdo geral de Belém e os dados do presente estudo.

Genétipo % (N) ALELOS (%)
Populacao (N) CC CT TT C T
Pais (218) 50.5(110) 43.1(94) 6.4(14) 72.2 27.8
Filhos (119)" 58.7(64) 36.7(40) 4.6(5) 77.5 22.5
Pop.Belém (200)° 47.0(94) 40.5(81) 12.5(25) 67 33.0
Mies estudo (41)° 41.5(17) 48.8 (20) 9.7(4) 65.9 34.1
Maes Controle(39)° 46.1 (18) 36.0 (14) 17.9 (7) 64.1 359

N -Ntmeros de individuos. Fonte: 'Ribeiro, E.M, 2000, “Elleres, 2002, “Presentes

Estudo.

A comparagdo entre os dois grupos de maes de Belém (maes de paciente
com a sindrome de Down e maes controles) entre si, ndo demonstrou diferencas
estatisticas significantes, em relacdo a freqii€ncia do alelo MTHFR*T, que possa sugerir
um risco aumentado para as maes de pacientes com Sindrome de Down. Esses
resultados sdao congruentes aos descritos por Chadefaux et al. (2001), em uma populacio
dos Estados Unidos da América (USA), que também utilizaram maes de criangas com

Sindrome de Down.
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No Brasil, Grillo et al., 2002 analisaram a freqiiéncia de dois
polimorfismos no gene MTHFR (C677T e A1298C) em maes de criangas com
Sindrome de Down (78% caucasdides e 22% negrdides) e de um grupo controle
aleatorio constituido de individuos da cidade de Sdo Paulo (77% caucasoides e 23%
negroides, caracteristicas morfoldgicas). Seus resultados demonstraram que as mutacoes
MTHEFR C677T e A1298C seriam fatores importantes na Sindrome de Down (Tabelas
24 e 25).

Elleres (2002) demonstrou a freqiiéncia do polimorfismo MTHFR
A12198C na populagdao de Belém (112 individuos), onde descreveu a freqii€éncia de
65% para o alelo MTHFR*C (Tabela 25).

No presente estudo analisamos a freqii€ncia das duas mutacdes do gene
MTHFR (C677T e A1298C), em maes de criancas com Sindrome de Down e de um
grupo controle de maes, da cidade de Belém. Nossos resultados demonstram que as
freqii€ncias destas mutacdes se encontram distribuidas de maneira homogénea dentro
desta populagdo, ou seja, essas mutagdes isoladas ndo podem ser associadas a um
aumento do risco materno para Sindrome de Down (Gréficos 1, 2 e 3), na presente
amostra. Desta forma, os genétipos encontrados para os sistemas MTHFR C677T e
A1298C, isoladamente nao estdo ligados ao risco materno aumentado para Sindrome de
Down, sendo considerados, portanto polimorfismos comuns da populacao estudada.

Concomitantemente as andlises genotipicas, foram realizadas
comparacdes das freqiiéncias haplotipicas de ambos polimorfismos (haplétipo T-C;
haplétipo T-A; haplétipo C-C; haplétipo C-A). Inicialmente, quando comparamos cada
freqiiéncia isoladamente, entre si, observamos valores estatisticos ndo significantes (y *=

5.6 — P=0.12) e quando comparamos o grupo de individuos que apresentavam pelo
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menos um alelo mutante em seu haplétipo (haplétipos T-C, T-A e C-C), contra os

individuos que apresentavam alelos selvagens, também nao observamos diferencas

significantes (y°= 0.0001- P= 1). Desta forma algumas consideracdes devem ser

apontadas:

1y

1y

1y

Na presente amostra ndo encontramos TiSco
aumentado, considerando os polimorfismos MTHFR
C677T e A1298C, para o aparecimento de filhos com

Sindrome de Down, em maes desses pacientes;

A presenca de associagdes ou ndo, no presente trabalho
e em outros ja publicados, podem estar relacionados
com o tamanho amostral utilizado; com a selecdo
amostral adotada por cada pesquisador (principalmente
em populacdes onde ocorre fluxo génico entre grupos

étnicos que apresentam freqii€ncias distintas).

Finalmente pode ser que os resultados anteriores sobre
a trissomia do 21 relacionados com o polimorfismo do
folato materno, tenham pouco ou nenhum efeito

independente sobre a ndo disjunc@o humana.
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Tabela 25- Freqiiéncia genotipica e alélica para o Sistema MTHFR A1298C entre maes

de filhos com Sindrome de Down.

GENOTIPOS % Alelos %
POPULACOES
N) AA AC CC A C
Brasil (SP)! 36 222 472 13.9 64.0 36.0
Populagdo de Belém® 112 7.0 55.8 37.2 35 65
Mies estudo’ 41 4.8 41.5 53.7 25.6 74.4
Mies controle’ 39 7.7 48.7 43.6 32.1 67.9

N= ndmero de individuos. ' Grillo er al., 2002; Elleres., 2002; ° Presente Estudo.

Comparacao entre as frequéncias genotipicas das

maes investigadas com as maes controles para o
Sistema MTHFR C677T
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Grifico 1- Freqiiéncia do Polimorfismo MTHFR C677T.
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Graéfico 2- Freqiiéncia do polimorfismo MTHFR A1298C

Comparacao das frequéncias dos alelos mutantes
para os Sistemas MTHFR C677T e A1298C em
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[OMies estudo M Mies controle

Frequéncia
w N

- N
o o o o
Il

677*T 1298*C
Alelos Mutantes

Grafico 3- Freqiiéncias alélicas dos polimorfismos MTHFR C677T e A1298C
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho analisou dois polimorfismos no gene MTHFR
(C677T e A1298C), envolvidos mo metabolismo do folato, que poderiam estar ou nao
associados com o risco materno para Sindrome de Down, em 41 maes de criancas com
sindrome de Down e 39 controles da populacdo de Belém. Os resultados obtidos
possibilitam as seguintes conclusdes:

- Os gendtipos encontrados para o polimorfismo MTHFR C677T e
A1298C nao podem ser considerados, isoladamente, como fator de risco materno para
Sindrome de Down, visto que as freqiiéncias destes polimorfismos se encontram
distribuidos de maneira uniforme entre as maes investigadas e maes controles.

- A andlise comparativa dos haplétipos observados, nos dois grupos de
amostras, também nao revelou diferencas significantes.

- Em Belém observou-se uma freqiiéncia maior dos polimorfismos
C677T e A1298C no gene MTHFR, em comparacdo a observada na amostra de maes,
cujos filhos apresentavam Sindrome de Down. Isto sugere que nenhuma das mutacdes

esteja associada com o risco aumentado da nao disjuncdo do cromossomo.
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Protocolo

Nome: N°:

Idade: | Sexo: | Cor: Branco [] Negro [ ] Mestico[ ] Amarelo[ ]

Endereco: Telefone:
Bairro: Cidade: UF:

Local de Nascimento:

Pai Local de Nascimento UF

Maie

Propésito

Avo Paterno:

Avo Paterna

Avo6 Materno:

Avo6 Materno

Nome: | N

Local de Nascimento:

Pai Local de Nascimento UF

Maie

Avd Paterno:

Avo Paterna:

Avd Paterno:

Conjuge da Mae da Crianca

Avo Paterna:

Consangiiinidade entre os conjuges Nao [ ]Sim[ ]
Primos 1° grau [ ] Primos 2° grau [ ] Primos 3°grau [ ] Tio(a) x Sobrinha(o) [ ] outros[ ]

Casal

Pacientes com cardiopatias (preencher somente caso tenha cardiopatia)

Nome: Idade:

Peso: Estatura:

Deficiéncia Mental: Ausente [ ] Presente: alta] ] moderada [ ] baixa[ ] obs:

Hiperatividade: Ausente [ ] Presente [ ] | Historia familiar de doenca mental : Ausente [ ] Presente [ ]
Cardiopatia:
Comentarios:
Dados da Mae

Nome:
Idade:

Com que idade teve a crianca:

Histéria de aborto: Sim [ ] Nao [ ]

Cardiopatia: Sim [ ] Nao [ ]

Histéria de S. Down na familia: Sim[ ] Nao [ ]
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ANEXO 02

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Estou sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa sobre, “POLIMORFISMOS NO GENE MTHFR -

METILTETRAHIDROFOLATO REDUTASE (C677T E A1298C) ENVOLVIDOS NO METABOLISMO DO FOLATO,

EM MAES DE PACIENTES COM SINDROME DE DOWN?”, que estd sendo desenvolvida pela seguinte instituicio:

Universidade Federal do Para, Laboratorio de Genética Humana e Médica, UFPA.

1.
2.

10.

11.

12.

Para que eu decida em participar ou nao da pesquisa me foram prestadas as seguintes informacdes:

O titulo do projeto ¢ “POLIMORFISMOS NO GENE MTHFR - METILTETRAHIDROFOLATO REDUTASE (C677T E
A1298C) ENVOLVIDOS NO METABOLISMO DO FOLATO, ASSOCIADOS COM RISCO MATERNO PARA
SINDROME DE DOWN”.

O pesquisador responsével é a Profa. Dra. Andrea Kely Campos Ribeiro dos Santos, Biomédica, Professora da Universidade

Federal do Para.

O objetivo da pesquisa é Implantar em nosso laboratério uma linha de trabalho de investigacdo de mutacdes do gene

MTHEFR, que podem estar associadas com a Sindrome de Down, Inviabilidade Fetal, cardiopatias e Defeitos no Tubo Neural.

Para atingir esse objetivo propusemos um modelo de investigacio das seguintes mutacdes (677 CLIT e 1.298 ALIC) que, se
correto, pode permitir, no futuro, a utilizacdo dessas para a realizacdo de Aconselhamento Genético Familiar a partir do

diagndstico molecular, para maes, cujos filhos apresentam S. Down e/ou histéria de inviabilidade fetal.

Durante a pesquisa o paciente (ou participante) deverd responder a um questiondrio, depois serd submetida a coleta de sangue
para exame de laboratdrio.

Essa pesquisa ndo oferece riscos, porque os métodos, ou seja, as préticas s3o de uso rotineiro. Uma pequena quantidade de
sangue (5mL) serd coletada para a detec¢do de marcadores genéticos.

Serdo utilizados materiais esterilizados descartdveis, como agulhas, seringas, ndo oferecendo risco para a pessoa.

Ninguém ¢ obrigado a participar da pesquisa, assim como poderd deixar a pesquisa no momento que quiser, pois nao havera
prejuizo pessoal por esta causa.

Nao havera nenhum tipo de despesas para participacdo da pesquisa, assim como ndo haverd nenhuma forma de pagamento
para participacao.

O grande beneficio desta pesquisa para todos os que participam, € possibilitar um melhor entendimento sobre o processo
metabdlico que envolve o dcido félico e a possibilidade da instituicdo do diagndstico molecular, que permitird a melhor
terapéutica das doencgas associadas.

A participacdo na pesquisa € sigilosa, isto significa que, somente os pesquisadores ficardo sabendo de sua participagdo. Os

dados utilizados na pesquisa terdo uso exclusivo neste trabalho, sem a identificag¢@o individual do participante.

Assinatura do Pesquisador Responsavel

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informacdes acima sobre a pesquisa, que sinto-me esclarecido(a) sobre o contetido da

mesma, assim como seus riscos e beneficios. Declaro ainda que, por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa cooperando

com a coleta de material para exame.

Belém, / /

Assinatura do participante

Fone: 211-1929

Universidade Federal do Para

Centro de Ciéncias Bioldgicas

Departamento de Patologia

Laboratério de Genética Humana e Médica (E-mail: andrea@canall3. Com.br).
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ANEXO 03

SOLUCOES UTILIZADAS NA PREPARACAO DOS REAGENTES

* CONCENTRACAO INICIAL
- TAMPAO (PADRAO) 30X BUFFER - PRIMERS : 5 PMOL/uL DE CADA
- KC1 500 Mm -dNTPs : 2 mM
- Tris-HCI 100 mM, pH 8.3 - Taq polimerase: 5 U/ulL
- MgCI2 30 mM - Agua destilada : 143 uL

CONCENTRACAO FINAL (NA REACAO)

- TAMPAO (PADRAO) 10X - PRIMERS: 0,5 UM DE CADA
- KCL 50 MM - DNTPS : 20 UM DE CADA

- TRIS-HCL 10MM, PH 8.3 - TAQ POLIMERASE : 2,0 U

- MGCL 3,0 MM - AGUA DESTILADA: 14,3

- DNA 1UL
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* REAGENTES

KCI1 1M ( PM = 74,226: 7,455 g em 100 mL de agua;

Tris- HCI 1M, pH 8,3 (PM= 121,1): 12,11g em 75 mL de dgua. Ajustar o pH para 8,3 e

completar o volume para 100 mL

MGCL 2 15 MM (PM =203,3 ) : EM 100 ML DE AGUA

* PREPARACAO DO TAMPAO 10X (PARA 50 ML) :

KCl IM 25 mL
Tris ~HCI 1M, pH 8.3 SmL
MgCI2 15 mM 0,75 mL
Agua destilada 19,25 mL

Total 50,0 mL



ANEXO 04

SOLUCOES TAMPOES UTILIZADAS NA ELETROFORESE DE DNA

TEB 10X CONCENTRADO

Tris base (0,09 M) 55g
EDTA dissédico (0,002 M) 108 g
Acido bérico (0,09 M) 93¢
Agua destilada 1000 mL

TEB 1X CONCENTRADO
TEB 10X 100 mL

Agua deionizada 900 mL

PREPARO DA ACRILAMIDA E DO PERSULFATO DE AMONIA

POLIACRILAMIDA (40%)
Acrilamida 38¢g
Bis-Acrilamida 2g
Agua deionizada 100 mL (volume final)
PERSULFATO DE AMONIA
Persulfato 3g

Agua deionizada 10 mL



PREPARO DO GEL DE POLIACRILAMIDA

Agua deionizada

TEB 10X

Soluc¢do de poliacrilamida a 40%
TEMED

Persulfato de amonio

GEL a7%
29 mL
4 mL
7 mL
50 uL

300uL

GEL a5%
31mL
4 mL
5 mL
50 uL

300 uL
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GEL a 10%
26 mL
4 mL
10 mL
50 uL

300 uL



ANEXO 05

SOLUCOES UTILIZADAS NA COLORACAO DO GEL DE

POLIACRILAMIDA
SOLUCAO FIXADORA
Acido etilico 50 mL
Acido Acético 2,5 mL
Agua deionizada 500 mL (volume final)

SOLUCAO DE NITRATO DE PRATA

Nitrato de Prata 0,17¢g
Agua deionizada 100 mL (volume final)
SOLUCAO REVELADORA
Hidréxido de s6dio 45¢
Fornaldeido 250 uLL

Agua deionizada 150 mL (volume final)



