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Resumo

Introducio: A sindrome de Down (SD) ¢ uma condi¢do genética caracterizada pela
presenca de trés copias do cromossomo 21. Na maioria dos casos, o cromossomo 21
extra ¢ de origem materna e ¢ originado devido a erros na segregacdo cromossomica
durante a meiose. A idade materna avangada no momento da concepgdo representa o
principal fator de risco para SD. Entretanto, estudos sugerem que alteragdes em genes
envolvidos no metabolismo do folato, como o MTHFR (Metilenotetrahidrofolato
redutase), podem aumentar o risco materno para prole com SD, independente da idade,
por resultarem em hipometilagio do DNA e, consequentemente, em segregacdo
cromossomica anormal. A expressao de MTHFR ¢ mediada por microRNAs (miRNAs),
assim polimorfismos em miRNAs também podem alterar esse metabolismo com
consequéncias na disjun¢do cromossOomica. Objetivo: Avaliar se a presenga dos
polimorfismos do gene MTHFR 1s4846048 e rs4846049 e do pré-miRNA hsa-mir-149
rs2292832 estd associada com o risco materno para a ocorréncia de prole com SD.
Casuistica e métodos: Foram avaliadas 167 maes de individuos com trissomia livre do
cromossomo 21 e 296 mulheres sem histéria de aborto prévio, maes de individuos sem a
sindrome e sem malformacdo. Os polimorfismos foram avaliados pela técnica de
discriminacdo alélica por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real
utilizando-se o0s ensaios comerciais TaqMan® SNP  Genotyping Assays
(AppliedBiosystems®). As analises de regressdo logistica multipla foram realizadas
para os polimorfismos nos modelos dominante e recessivo utilizando o programa
Minitab v. 16.0. A analise de combinacdo genotipica foi realizada utilizando o teste
exato de Fisher, no modelo dominante. A analise dos haploétipos dos polimorfismos

MTHFR 154846048 e rs4846049 foi realizada utilizando o programa Haploview v. 5.0.
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A 1dade materna maior ou igual a 35 anos como fator de risco para a SD foi analisada
por meio de regressdo logistica binaria. Resultados: A idade materna igual ou maior
que 35 anos foi considerada um fator de risco para prole com SD (P<0,0001; OR=9,38;
IC 95%=5,70-15,45). Os polimorfismos rs4846048 e rs4846049 do gene MTHFR nao
foram associados com a ocorréncia de prole com SD, independente da idade materna.
As andlises de gendtipos combinados dos polimorfismos MTHFR rs4846048, MTHFR
154846049 e hsa-mir-149 152292832, bem como dos haplotipos do gene MTHFR,
também nado evidenciaram associagdo com risco materno para SD. Um risco aumentado
para a ocorréncia de prole com SD foi observado para mulheres com idade abaixo de 35
anos no momento da concepgdo, portadoras do gendtipo TT do polimorfismo hsa-mir-
149 rs2292832 (OR = 2,02; IC 95% = 1,06 - 3,83). Conclusao: Na casuistica avaliada
ndo hé evidéncias de associagdo entre os polimorfismos maternos MTHFR rs4846049 e
rs4846048 e risco para a ocorréncia de prole SD. Entretanto, um risco materno
aumentado para SD ¢ observado em mulheres com idade materna abaixo de 35 anos

portadoras do gen6tipo materno TT do polimorfismo hsa-mir-149 rs2292832.

Palavras chave: Sindrome de Down, Acido Folico, Polimorfismo Genético.
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Abstract

Introduction: Down syndrome (DS) is a genetic condition characterized by the
presence of three copies of chromosome 21. In most cases, the extra chromosome 21 is
of maternal origin due to errors in chromosomal segregation during meiosis. Advanced
maternal age at conception is the main risk factor for DS. However, studies suggest that
alterations in genes involved in folate metabolism, such as MTHFR
(Methylenetetrahydrofolate redutase), may increase the risk for DS regardless maternal
age, due to DNA hypomethylation and, consequently, abnormal chromosomal
segregation. MTHFR expression is regulated by microRNAs (miRNAs), and
polymorphisms in miRNAs may also modify this metabolism with consequences on
chromosome disjunction. Objective: To assess whether the presence of MTHFR
rs4846048 and rs4846049 and precursor hsa-mir-149rs2292832 polymorphisms is
associated with maternal risk for the occurrence of offspring with DS. Casuistic and
Methods: In the present study, 167 mothers of individuals with free trisomy 21, and
296 women without previous history of abortion, mothers of individuals without
syndrome and without malformation were examined. Polymorphisms were evaluated by
real-time polymerase chain reaction (PCR) using the TagMan® SNP Genotyping
Assays (AppliedBiosystems®) commercial assays. Multiple logistic regression analyzes
were performed for the polymorphisms in the dominant and recessive models using the
Minitab v. 16.0 program. Genotypic combination analysis was performed using the
Fisher exact test in the dominant model. Analysis of the haplotypes of the MTHFR
polymorphisms rs4846048 and rs4846049 was performed using the Haploview v. 5.0
program. Maternal age equal or greater than to 35 years old as a risk factor for DS was

analyzed using binary logistic regression. Results: Maternal age equal to 35 years old
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or greater was considered a risk factor for offspring with DS (P <0.0001; OR = 9.38;
95% CI = 5.70-15.45). The maternal polymorphisms rs4846048 and rs4846049 of the
MTHFR gene were not associated with the occurrence of offspring with DS, regardless
of maternal age. Analyzes of combined genotypes of the MTHFR rs4846048, MTHFR
154846049 and hsa-mir-149 rs2292832 polymorphisms, as well as the MTHFR gene
haplotypes, also showed no association with maternal risk for DS. An increased risk for
the occurrence of offspring with DS was observed for women under 35 years old at the
time of conception and carriers of the TT genotype of hsa-mir-149 rs2292832
polymorphism (OR = 2.02, 95% CI = 1.06 - 3.83). Conclusion: There is no evidence of
association between maternal polymorphisms MTHFR rs4846049 and rs4846048 and
risk for the occurrence of SD offspring. However, an increased maternal risk for DS is
observed in women with maternal age under 35 years old and carriers of the TT

genotype of the hsa-mir-149 rs2292832 polymorphism.

Key words: Down Syndrome, Folic Acid, Genetic Polymorphism.
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1. Introducio

1.1. Sindrome de Down e metabolismo do folato

A Sindrome de Down (SD) ¢ uma doenga genética com incidéncia aproximada
de 1:800 nascidos vivos"" ?. Esta condigio genética foi descrita pela primeira vez pelo
médico britanico John Langdon Down, o qual apresentou minuciosa descri¢do clinica
da SD em 1866'".

A causa genética da SD foi descoberta em 1959 por Jérome Lejeune e
colaboradores. Seus estudos identificaram que pacientes com caracteristicas parecidas
as descritas por John Langdon Down apresentavam uma copia do cromossomo 21 em
excesso, caracterizando uma trissomia nesses individuos®.

O excesso de material genético proveniente do cromossomo 21 pode ocorrer por
meio de translocacdes cromossdmicas, mosaicismo e trissomia livre . A translocagio
consiste no rearranjo do material genético entre os cromossomos, mais frequentemente,
o cromossomo 14 com o 21 Nos casos de mosaicismo, algumas células somaticas
apresentam o conjunto de 46 cromossomos e outras apresentam trissomia do
cromossomo 21, contendo 47 cromossomos'”. A trissomia livre acomete cerca de 95%
dos casos e ¢ caracterizada por um cromossomo 21 extra em todas células, portanto, o
individuo apresenta o cariotipo constituido por 47 cromossomos (47, XY, +21 ou 47,
XX, +21). O mecanismo genético que resulta em trissomia livre é a ndo disjungio
cromossomica durante a meiose™ .

Na maioria dos casos, individuos com SD possuem dois cromossomos 21

maternos € um paterno, o que pode ser atribuido a ocorréncia mais frequente da nao

disjuncao cromossomica na divisao meidtica nas mulheres em fun¢ao da idade materna
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avangada. Isso se deve ao fato de as mulheres nascerem com os foliculos que dardo
origem aos 6vulos e, quanto mais envelhecidas essas células, maior ¢ a chance de
ocorrer erros durante o processo de divisao dos cromossomos®™®.

Além da associagdo entre SD e a idade materna avancada, outros fatores podem
estar relacionados com o nascimento de individuos com SD, pois maes jovens também
tém filhos com SD '”. Em 1999, James ¢ colaboradores sugeriram que, independente
da idade materna, as interagcdes genes-nutrientes envolvidas no metabolismo do folato
poderiam resultar em hipometilagdo do DNA, aumentando o risco de ndo disjuncao
cromossdmica''.

O folato ¢ obtido da ingestdo dietética sob a forma de 4cido folico, uma vitamina
hidrossoluvel do complexo B importante na sintese, regulagio e metilagio do DNA"*
A metilacdo do DNA ¢ uma reacéo que envolve a adi¢do de um radical metil (CH3)
na posicdo 5’ de residuos de citosina localizados principalmente em dinucleotideos
citosina-guanina (CpG) e ¢ responsavel pelo controle da expressio génica, pela
manutengdo da estabilidade gendmica e da estrutura da cromatina'>'?. Deficiéncia de
folato pode resultar em hipometilagdo, causando uma instabilidade genética e
facilitando a ocorréncia de aneuploidias'> 2°2Y.

A principal forma de folato circulante no plasma, o 5-metiltetraidrofolato (5-
MTHF), ¢ transportado para o interior das células pela enzima carreadora de folato
reduzido 1 (SLC19A1)*. No interior das células, o 5-MTHF transfere um grupo metil
para a homocisteina (Hcy), formando metionina e tetrahidrofolato (THF). Na via da
remetilagdo, a Hcy, aminodcido sulfurado, € reciclada a metionina por meio de duas

reacOes diferentes. No figado e nos rins, uma parte da Hcy ¢ remetilada pela enzima

Betainahomocisteina metiltransferase (BHMT)“®. Entretanto, na maioria dos outros
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tecidos, a remetilagdo € catalisada pela enzima metionina sintase (MTR) com a vitamina
B12 (cobalamina) como cofator essencial para essa reagio®” *®. A enzima metionina
sintase redutase (MTRR) ¢ responsavel por manter ativa a enzima MTR 30,

A metionina formada ¢ entdo condensada com o trifosfato de adenosina (ATP),
resultando na S-adenosilmetionina (SAM), que ¢ desmetilada para formar S-
adenosilhomocisteina (SAH), com posterior hidrolise para liberar adenosina e Hey®'?).

A Hcy pode ndo ser convertida em metionina e, entdo, participar da via de
transulfuracdo onde ¢ catabolizada pela a¢do da enzima cistationina B-sintetase (CBS),
na presenca de vitamina B6, e resulta na formacdo da cistationina, que ¢ entdo
hidrolisada a cisteina®*>%.

Além da sua influéncia sobre a metilagdo do DNA, a via do folato esta envolvida
na biossintese de precursores de acido nucléicos. O THF proveniente do processo de
remetilagdo da Hcy, catalisado pela enzima MTR, pode ser convertido em 5,10-
metilenotetrahidrofolato (5,10-metilenoTHF) pela enzima Serina
hidroximetiltransferase (SHMT), uma reagdo dependente da presenca de vitamina
B6©7. Pela acdo da enzima trifuncional Metilenotetrahidrofolato desidrogenase
(MTHFD1), o THF também pode ser sequencialmente convertido em seus derivados
10-formilTHF, 5,10-metinilTHF, substratos para a sintese de DNA, e 5,10-
metilenoTHF®®).

A enzima Timidilato sintase (TYMS) catalisa a conversao de 5,10-metilenoTHF
em dihidrofolato, que, por sua vez, ¢ reduzido para a THF pela acdo da enzima
Dihidrofolato redutase (DHFR)®?. Contudo, o 5,10-metilenoTHF também pode ser

reduzido a  5S-metiltetrahidrofolato  (5-MTHF) pela agdo da  enzima

Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), enzima de grande importancia para a
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regulagdo de derivados de folato para as reagdes de metilagdo do DNA e remetilagdo da
Hey“?. A Figura 1 mostra o metabolismo do folato e principais enzimas envolvidas.

O risco materno para SD pode ser modulado por polimorfismos em genes que
codificam enzimas envolvidas no metabolismo do folato ¢ da Hcy. James e

colaboradores'"

investigaram a substituicdo de uma citosina (C) por uma timina (T) no
gene Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), localizado no cromossomo 1, na
posicao 1p36.3, responsavel por codificar a enzima MTHFR, em maes de individuos
com SD e um grupo controle (maes com filhos sem a sindrome). Como resultado, a
presenca do alelo T, responsavel pela substitui¢do do aminoacido alanina por valina na
proteina produzida, o que diminui sua atividade enzimatica, foi associada ao risco
materno aumentado para a ocorréncia de prole com SD. Nesse mesmo estudo, os
autores observaram concentragdes elevadas de Hey plasmatica, aumento na formacao de
acido metilmalonico (MMA) e concentracdes reduzidas de folato sérico, indicativos de
metabolismo anormal do folato, em maes de filhos com SpU,

Desde entdo, o polimorfismo MTHFR C677T e outras variantes genéticas
envolvidas na via do folato e da Hcy tém sido estudadas e apontadas como fatores de

risco maternos para a SD em diferentes populagdes' 1%,
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Figura 1. Representacdo esquematica do metabolismo do folato. SLC1A1: Carreador
de folato reduzido 1; 5-MTHF: Metiltetrahidrofolato; THF: Tetrahidrofolato; 5,10-
MetilenoTHF:5,10-Metilenotetrahidrofolato;MTHFR: Metilenotetrahidrofolatoredutase;
MTHFDI1: Metilenotetrahidrofolatodesidrogenase; 5,10 - MetinilTHF: 5, 10 -
Metiniltetrahidrofolato; 10-FormilTHF: 10-Formiltetrahidrofolato, SHMT: Serina
hidroximetiltransferase; DHFR: Dihidrofolato redutase; DHR: Dihidrofolato; TYMS:
Timidilato sintase; CH3: Grupo metil; MTR: Metionina sintase; MTRR: Metionina
sintase redutase; SAM: S-adenosilmetionina; SAH: S-adenosilhomocisteina, Hcy:
Homocisteina; BHMT: Betaina-homocisteina metiltransferase; CBS: Cistationina beta

sintase. (Modificada segundo Coppedé 2015).
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1.2. MicroRNA e gene MTHFR

Estudos de Friedman e colaboradores realizados in silico predizem que
aproximadamente 60% dos genes podem ser regulados por microRNAs (miRNA)(64),
pequenas moléculas de RNAs ndo-codificantes de proteinas com cerca de 22
nucleotideos, envolvidas na regulacio génica pos-transcricional ®”.

Os miRNAs sdo transcritos pela enzima RNA polimerase II e sdo chamados de
pri-miRNAs (miRNAs primarios)®® ©”. Os pri-miRNAs sdo clivados pelo complexo
microprocessador formado por DROSHA, uma enzima nuclear do tipo RNase III,
associada com a proteina acessoria DGCRS8 (Di George Syndrome Critical Region 8),
gerando um miRNA precursor, chamado de pré-miRNA, em forma de hairpin'® *.
Essa estrutura tem aproximadamente 65 nucleotideos 7. O pré-miRNA ¢
transportado do nucleo para o citoplasma pela proteina exportina5 (Exp-5) e processado
pela enzima Dicer, resultando em um miRNA maduro com fita dupla (miRNA e
miRNA*)®®. Uma das fitas (miRNA*) ¢ degradada e a outra sera acoplada ao

complexo de silenciamento induzido por miRNA (miRISC)"*7®. A Figura 2 mostra a

biogénese dos miRNAs.
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Figura 2. Representacdo esquemadtica da biogénese dos miRNAs. Pri-microRNA:
transcrito primario; Pré-microRNA: miRNA precursor; Exp-5: Proteina Exportina 5;
miRNA*: fita degradada;, RNAm: RNA mensageiro; miRISC: Complexo de

silenciamento induzido por miRNA. (Modificada segundo Meurer et al., 2016)7".

A regulagdo pos-transcricional exercida pelos miRNAs geralmente ocorre por
interacdo na regido 3’ nao traduzida (3’UTR) do RNA mensageiro (RNAm) e depende
do grau de complementaridade com o RNAm alvo"®*”. Essa interagio pode levar a
inibicdo da traducdo ou a degradacdo do RNAmM®'*. No entanto, alguns estudos
observaram que os miRNAs tém outro mecanismo de atuacdo, por meio da ligagdo a

regido 5° UTR dos RNAm alvo®™™.
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Um unico miRNA pode regular varios genes com fungdes distintas e varios
miRNAs podem, de forma conjunta, atuar em um tunico gene alvo® **°". Mesmo que
suas funcdes ndo estejam totalmente esclarecidas, essas pequenas moléculas participam
da regulacdo de diversos processos biologicos, como proliferacdo, migracdo e
diferenciagdo  celular, apoptose, tumorigéneses, resposta imune, doencas
cardiovasculares e outros®> 7,

Polimorfismos em sitios de ligacdo de miRNAs localizados em regides 3’UTR
de genes alvos podem afetar o reconhecimento de genes e a regulagdo por meio dos
miRNAs®Y. Uma analise in silico mostrou que o gene MTHFR é um alvo do hsa-miR-
149“%. Esse estudo mostrou que a variante rs4846049 (G—T) do gene MTHFR &
localizada no sitio de ligagdo do hsa-miR-149, miRNA encontrado no cromossomo
2q37 e expresso em diversos tecidos®. De acordo com esse estudo, a variante genética
MTHFR rs4846049 foi associada com o aumento do risco para doengas coronarianas € o
miRNA hsa-miR-149 pode estar envolvido na modula¢do desse risco por meio da
regulacdo do gene MTHFR, cuja interacdo com o miRNA pode ser impossibilitada pelo
polimorfismo®”.

Outro polimorfismo na regido UTR 3’ do gene MTHFR (rs4846048 A—G)!1?

(101)

tem sido associado a massa corporal magra' ', @ modulagdo do inicio da menarca e da

199 Embora seja possivel que esse

menopausa natural '’ e cancer de esdfago
polimorfismo possa também alterar a interacdo com miRNAs, ainda ndo hé estudos que
confirmem essa hipdtese.

A regulacdo de genes alvos por miRNAs também pode ser alterada por

polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) em miRNAs. Esses SNPs podem afetar a

transcricdo dos miRNAs primadrios, seu amadurecimento ou suas interagdes com seus
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genes alvos, alterando processos bioldgicos'* %, A variante rs2292832 (C—T),
localizada na sequéncia do pré-miRNA hsa-mir-149, tem sido associada a modulagao de

. . A 107-113 , . . , . .
diversos tipos de cancer' ). Além disso, esse polimorfismo esta envolvido no risco

(114)

para acidente vascular cerebral isquémico" ", pneumoconiose em trabalhadores que

(115) (116)

atuam em minas de carvao e doenga arterial coronariana

Considerando que variantes em regides 3’UTR do gene MTHFR podem alterar a

99)

interacdo com miRNAs"’ e que polimorfismos em regides de pré-miRNA podem

influenciar sua biogénese e alterar sua especificidade com seus genes alvo! ' 117 ¢
possivel que as variantes MTHFR rs4846048 e rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832
possam exercer influéncia no metabolismo do folato e modular o risco materno para a

SD de forma independente da idade; entretanto, pelo nosso conhecimento, nao ha

estudos na literatura que avaliam essas variantes na SD.

1.3. Objetivo
Avaliar se a presen¢a dos polimorfismos genéticos MTHFR 1s4846048, MTHFR
rs4846049 e hsa-mir-149 1s2292832 estd associada com o risco materno para a

ocorréncia de prole com SD.
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2. Casuistica e Métodos

2.1. Casuistica

De acordo com Normas Regulamentares de Pesquisa em Seres Humanos,
Resolugdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude, este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto
(FAMERP), parecer n° 427.757 (Anexo 1), CAAE n°20113313.6.0000.5415.

Foram incluidas neste estudo 463 amostras de DNA, 167 provenientes de maes
com filhos com SD (grupo caso) e 296 de maes com filhos sem a sindrome (grupo
controle). Duzentas e cinquenta e uma amostras (80 casos e 171 controles) foram
previamente coletadas e encontravam-se armazenadas na Unidade de Pesquisa em
Genética e Biologia Molecular — UPGEM com aprovacdo da Comissdo Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP), parecer n° 2400/2004, para uso em outros estudos (Anexo
2). Outras 212 amostras (87 caso e 125 controles - Anexo 3) foram obtidas, apos
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 1),
durante o andamento deste estudo.

O grupo caso foi proveniente do Servico Ambulatorial de Genética e do Servigo
Ambulatorial de Pediatria em Sindrome de Down do Hospital de Base de Sao José do
Rio Preto (HB), hospital-escola vinculado a FAMERP. As maes do grupo caso
possuiam filhos com diagndstico confirmado de trissomia livre do cromossomo 21, de
acordo com o exame do cariotipo realizado pelo Servico de Genética do HB por
bandeamento GTG de cromossomos metafésicos, cujo resultado encontra-se disponivel
nos prontudrios médicos dos pacientes. Em relagdo ao grupo controle, as mulheres sio

provenientes do campus da FAMERP de Sao José do Rio Preto e do hemocentro do HB.
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Os critérios de exclusdo para o grupo caso foram: filhos com SD com
diagnodstico confirmado para mosaicismo ou translocacdo e auséncia de exame de
cariotipo. Em relagdo ao grupo controle, os critérios de exclusao foram: possuir filhos
com alguma malformagao e casos de aborto prévio.

Todas as informacdes foram obtidas por meio do preenchimento de um

questionario padronizado e mantidas em sigilo (Apéndice 2).

2.2. Métodos

2.2.1. Extracido de DNA

A extracdo DNA das amostras previamente coletadas foi realizada a partir de
leucécitos de sangue periférico segundo a técnica de Miller er al. (1988)"'® com
modifica¢des (Apéndice 3). O DNA das amostras de sangue periférico, coletadas
durante o desenvolvimento deste projeto, foi extraido segundo a técnica de extracdo
salina ou “salting-out” (Salazar, 1998)"'” (Apéndice 4). As amostras de DNA foram

estocadas em condic¢des apropriadas para sua conservacao, em freezer -20°C.

2.2.2. Quantificacdo do DNA gendmico

Para a quantificagdo do DNA foi utilizada a espectrofotometria. O DNA absorve
luz no comprimento de onda de 260nm e as proteinas em 280nm. Entdo, para estimar a
pureza do DNA utilizou-se a relagdo OD260/0D280. Valor igual a 1,8, resultante dessa
relacdo, indica amostra pura. O espectrofotdmetro utilizado foi o NanoDrop ND-1000

(Thermo Scientific), que possui cobertura de espectro de 220 a 750nm e o volume de
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DNA mensurado foi de 2uLl. Todas as amostras tiveram suas concentragdes ajustadas

para 10ng/pL.

2.2.3. Analise molecular

A genotipagem dos polimorfismos foi realizada por meio técnica de
discriminacdo alélica por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real
utilizando-se o0s ensaios comerciais TagMan® SNP Genotyping Assays (Applied
Biosystems®), segundo instrugdes do fabricante. O quadro 1 apresenta a identificagdo
dos ensaios especificos para cada polimorfismo. As quantidades de reagentes e as
ciclagens das reagdes de amplificagdo estdo apresentadas nos quadros 2 e 3,
respectivamente.

O resultado das reagdes de PCR em tempo real ocorre por meio da captacio pelo
equipamento StepOne Plus™Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems®) da
fluorescéncia emitida pelas sondas. Cada sonda ¢ marcada com um fluoroforo diferente,
determinando assim o gendtipo de cada amostra por meio desta fluorescéncia emitida,
que ¢ visualizada no StepOne™ Software (v2.3) por meio de cores distintas. O quadro
4 mostra os possiveis genotipos para cada polimorfismo avaliado e as figuras 1, 2 ¢ 3
apresentam os padrdes de genotipagem dos polimorfismos MTHFR (rs4846048),

MTHFR (rs4846049) e hsa-mir-149 (rs2292832), respectivamente.
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Quadro 1. Ensaios Taqman (Applied Biosystems®) para genotipagem dos

polimorfismos por discriminagdo alélica por PCR em tempo real.

Polimorfismo (rs*) Substitui¢io Tagman Assay ID
MTHFR rs4846048 G-T C_ 27968106 10
MTHFR rs4846049 A—->G C_ 1766946 10
hsa-mir-149 rs2292832 CoT C_ 11533078 1

* http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/

Quadro 2. Quantidade de reagentes utilizados nas reagdes de amplificacdo para os

polimorfismos MTHFR rs4846048, MTHFR rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832.

MTHFR rs4846048 MTHFR rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832
H,O 1,35uL H,0O 1,30uL
Master Mix (2x) -------- 2,50uL Master Mix (2x) -------- 2,50uL
Assay (40x) ------------- 0,15uL Assay (40x) ------------- 0,20uL
DNA (10 ng/ pL) ------- 1,00pL DNA (10 ng/ pL) ------- 1,50pL
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Quadro 3. Ciclagens das reacdes de amplificagio por PCR em tempo real para
genotipagem dos polimorfismos MTHFR rs4846048, MTHFR 1s4846049 e hsa-mir-149
1s2292832.

MTHFR rs4846048 MTHFR rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832
95°C -------- 10 minutos 95°C -------- 10 minutos
95°C -------- 15 segundos 95°C -------- 15 segundos
60°C -------- 1 minuto 60°C -------- 1 minuto
40 ciclos 45 ciclos

Quadro 4. Gendtipos possiveis para cada polimorfismo avaliado.

Polimorfismo Homozigoto Heterozigoto Homozigoto
selvagem polimorfico
MTHFR rs4846048 AA AG GG
MTHFR 154846049 GG GT TT
hsa-mir-149 rs2292832 CC CT TT
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Figura 3. Discriminagdo alélica por PCR em tempo real do polimorfismo MTHFR

(rs4846048 A—G). O fluordoforo VIC (verde) marca a sonda que reconhece o alelo

selvagem e, o fluor6foro FAM (azul) a sonda que reconhece o alelo polimoérfico. Desse

modo, (A) representa o gendtipo homozigoto selvagem AA, (B) genotipo heterozigoto

AG ¢ (C) gendtipo homozigoto polimorfico GG.
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Figura 4. Discriminagdo alélica por PCR em tempo real do polimorfismo MTHFR

(rs4846049 G—T). O fluoroforo VIC (verde) marca a sonda que reconhece o alelo

selvagem e, o fluor6foro FAM (azul) a sonda que reconhece o alelo polimoérfico. Desse

modo, (A) representa o genotipo homozigoto selvagem GG, (B) gendtipo heterozigoto

GT e (C) genodtipo homozigoto polimorfico TT.
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Figura 5. Discriminagdo alélica por PCR em tempo real do polimorfismo hsa-mir-149

(rs2292832 C—T). O fluoréforo VIC (verde) marca a sonda que reconhece o alelo

selvagem e, o fluor6foro FAM (azul) a sonda que reconhece o alelo polimorfico. Desse

modo, (A) representa o genodtipo homozigoto selvagem CC, (B) genotipo heterozigoto

CT e (C) genotipo homozigoto polimoérfico TT.
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2.2.4. Analise Estatistica

A comparacao das frequéncias de maes com idade menor e maior ou igual a 35
anos e da média de idade maternaentre os grupos caso e controle foi
realizada utilizando-se o Teste Exato de Fisher e o Teste T, respectivamente. A analise
da idade materna maior ou igual a 35 anos como fator de risco para a SD foi realizada
por meio de regressao logistica binaria.

A concordancia das frequéncias genotipicas com o Equilibrio de Hardy-
Weinberg foi avaliada pelo teste Qui-quadrado (1 grau de liberdade) por meio do
programa BioEstat (versdo 5.3) e a andlise de haplotipos dos polimorfismos MTHFR
rs4846048 e rs4846049 foi realizada utilizando-se o programa Haploview (versao 5.0).

Andlises de regressdao logistica multipla foram realizadas para todos os
polimorfismos por meio do programa Minitab para Windows (versdo 16) utilizando-se
dois modelos genéticos, o dominante (homozigoto polimdrfico+ heterozigoto versus
homozigoto selvagem) e o recessivo (homozigoto polimodrfico versus heterozigoto +
homozigoto selvagem), ajustando-se para a idade materna das participantes, considerada
a idade da mulher ao nascimento do filho com SD (grupo caso) ou do ultimo filho
(grupo controle).

A andlise dos genotipos combinados considerando-se os trés polimorfismos foi
realizada utilizando-se o teste exato de Fisher, no modelo dominante, por meio do
programa GraphPad Prism v.5.01, considerando o gendtipo combinado MTHFR
154846048 AA / MTHFR rs4846049 GG / hsa-mir-149 rs2292832 CC como referéncia
(triplo homozigoto selvagem).

As andlises estatisticas foram também realizadas considerando-se somente

mulheres com idade materna inferior a 35 anos e, portanto, tais analises nao foram
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ajustadas para a idade materna das participantes. Valores de p <0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.



3. RESULTADOS
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3. Resultados

3.1. Grupos de estudo e a relacio com a idade materna

Foi observada maior frequéncia de mulheres com idade materna igual ou maior
que 35 anos no grupo caso (48,5%) do que no grupo controle (9,12%) (P<0,0001). A
média da idade materna em nosso estudo foi significativamente maior no grupo caso
(32,23 anos) do que no grupo controle (27,35 anos) (P<0,0001) e a idade materna igual
ou maior que 35 anos foi considerada um fator de risco para SD (P<0,0001; OR=9,38;

IC 95%=5,70-15,45).

3.2. Analise genotipica e o risco materno para SD

As frequéncias genotipicas dos polimorfismos MTHFR 1s4846048 ¢ MTHFR
rs4846049 apresentaram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg. Por outro lado, para o
polimorfismo hsa-mir-149 rs2292832 foi observado desequilibrio tanto no grupo caso
(p<0,0001) quanto no grupo controle (p = 0,0038). Considerando o subgrupo com idade
materna inferior a 35 anos, o polimorfismo hsa-mir-149 1rs2292832 também se
apresentou em desequilibrio de Hardy-Weinberg no grupo caso (p<0,0001) e no grupo
controle (p = 0,0223). O resultado das concordancias das frequéncias genotipicas com o
Equilibrio de Hardy-Weinberg esta apresentado nas Tabelas 1 e 2.

Os resultados da analise de regressdo logistica multipla dos polimorfismos
MTHFR rs4846048, MTHFR rs4846049 ¢ hsa-mir-149 rs2292832 na casuistica total de
mulheres, independente da idade materna, mostraram que ndo houve associagao entre 0s
polimorfismos maternos e o risco para prole com SD. A Tabela 3 apresenta as

frequéncias genotipicas e os valores de Odds Ratio (OR), ajustados para a idade
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materna, quando comparados os grupos caso e controle nos modelos genéticos
dominante e recessivo.

Considerando-se somente mulheres com idade materna inferior a 35 anos, o
gendtipo hsa-mir-149 rs2292832 TT foi associado ao risco materno aumentado para
prole com SD em relagdo aos genotipos CC/CT no modelo recessivo (OR = 2,02; IC
95% = 1,06 - 3,83) (Tabela 4).

A andlise dos haplotipos MTHFR 154846048 ¢ MTHFR 1s4846049 nao
evidenciou associagdo entre os haplotipos desses polimorfismos e o risco materno para
a prole com SD (Tabelas 5 ¢ 6).

A andlise de gendtipos combinados dos polimorfismos MTHFR rs4846048,
MTHFR 134846049 e hsa-mir-149 rs2292832 também nao mostrou associagdo entre as
combinagdes genotipicas e o risco materno para prole com SD, tanto na casuistica total

como no subgrupo de mulheres com idade materna inferior a 35 anos (Tabelas 7 e 8).
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Tabela 1. Equilibrio de Hardy-Weinberg dos polimorfismos MTHFR rs4846048,
MTHEFR 154846049 e hsa-mir-149 rs2292832 na casuistica total de participantes.

Polimorfismo genético X? P

MTHFR rs4846048

Caso 0,0198 0,8880
Controle 1,0989 0,2945
MTHFR rs4846049
Caso 2,0009 0,1572
Controle 1,6929 0,1932
hsa-mir-149 rs2292832
Caso 38,5795 <0,0001
Controle 8,3669 0,0038

X°= qui-quadrado; P= valor de P.

Tabela 2. Equilibrio de Hardy-Weinberg dos polimorfismos MTHFR rs4846048,
MTHFR rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832 nas mulheres com idade materna inferior a

35 anos.
Polimorfismo genético x? P
MTHFR rs4846048
Caso 0,5816 0,4457
Controle 0,8244 0,3639
MTHFR rs4846049
Caso 1,9180 0,1661
Controle 1,6534 0,1985
hsa-mir-149 rs229283
Caso 18,9112 <0,0001
Controle 5,2243 0,0223

X’= qui-quadrado; P= valor de P.
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Tabela 3. Resultados das analises de regressao logistica multipla, ajustados para a idade

materna, comparando os grupos controle (n=296) e caso (n=167) nos modelos genéticos

dominante e recessivo.

Modelo
. Y o Controle Caso
Polimorfismo genético Genotipo =296 n=167 OR (IC 95%) P
Dominante AA 142 (48,3%) 83 (49,7%) 0.51
AG/GG  152(51,7%)  84(50,3%) 0,84 (0,51-1,40)
MTHFR
rs4846048"
Recessivo  AA/AG  272(92,5%) 153 (91,6%) 0.42
GG 22 (7,5%) 14 (8,4%) 1,43 (0,60 -3,42)
Dominante GG 133 (44,9%) 67 (40,1%) 0.48
T/TT 163 (55,1° 100 (59,9° 1,20 (0,72 -2,00)
VTHFR GT/ (55,1%) (59,9%) ( )
rs4846049 .
Recessivo GG/GT 271 (91,5%) 151 (90,4%) 0.48
TT 25 (8,4%) 16 (9,6%) 0,74 (0,31 -1,73)
) Dominante CC 147 (50,3%) 94 (58%)
hsa-mir-149 . . 0,23
12292832 CT/TT 145 (49,7%) 68 (42%) 0,77 (0,50 - 1,19)
Recessivo CC/CT  252(86,3%) 130 (80,2%) 0.14
TT 40 (13,7%) 32(19.8%)  1,54(0,87-2,74)

OR: Odds Ratio; IC: intervalo de confianga; P: valor de P; * ndo foi possivel a

genotipagem de 2 amostras (controle n = 294); *: ndo foi possivel a genotipagem de 9

amostras (controle n = 292/ caso n = 162).
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Tabela 4. Resultados das analises de regressao logistica multipla considerando somente

mulheres com idade materna inferior a 35 anos, comparando os grupos caso controle

(n=269) e caso (n=86), nos modelos genéticos dominante e recessivo.

Modelo
Polimorfismo  gengtico ~ Genotipo Cl‘l’:;z‘;le fj;g OR(IC95%) P
Dominante AA 130 (48,6%) 42 (48,8%) 0.99
AG/GG 137 (51,3%) 44 (51,2%) 1,00 (0,56 -1,79) ’
MTHFR
rs4846048”
Recessivo  AA/AG 247 (92,5%) 76 (88,4%) 0.09
GG 20(7,5%) 10(11,6%) 2,23 (0,86 - 5,79) ’
Dominante GG 122 (45,4%) 37 (43%) 0.79
MTHFR GT/TT 147 (54,6%) 49 (57%) 1,00 (0,56 - 1,79) ’
rs4846049
Recessivo GG/GT 247 (91,8%) 80 (93%) 0.18
TT 22 (8,2%) 6(7%)  046(0,14-1,44) 7
Dominante CcC 133 (50,29 45 (54,99
hsa-mir-149 (50,2%) (54,9%) 0,48
152292832" CT/TT  132(49,8%) 37(45,1%) 0,84 (0,51 -1,38)
Recessivo CC/CT  231(87,2%) 64 (78%) 0.03*
TT 34 (12,8%) 18 (21,9%) 2,02(1,06-3,83)

OR: Odds Ratio; IC: intervalo de confianga; P: valor de P; * ndo foi possivel a

genotipagem de 2 amostras (controle n = 267);: ndo foi possivel a genotipagem de 8

amostras (controle n = 265/ caso n = 82); *p<0,05.
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Tabela 5. Resultados da andlise de associagdo entre os haplotipos MTHFR rs4846048 e
MTHEFR rs4846049 e o risco materno para prole com SD, ajustado para a idade materna

das participantes, na casuistica total (controle n=296 e caso n=167).

Haplétipos Frequéncia X P
MTHFR rs4846048 MTHFR rs4846049 Controle Caso
A G 0,601 0,590 0,113 0,73
G T 0,216 0,231 0,262 0,60
A T 0,101 0,117 0,515 0,47
G G 0,081 0,063 1,052 0,30

X°= qui-quadrado; P: valor de P.

Tabela 6. Resultados da andlise de associacao entre os haplotipos MTHFR 1s4846048 e
MTHFR 154846049 e o risco materno para prole com SD considerando-se somente

mulheres com idade materna inferior a 35 anos (controle n =269 e caso n = 86).

Haplétipos Frequéncia X P
MTHFR rs4846048 MTHFR rs4846049 Controle Caso
A G 0,601 0,601 0,113 0,98
G T 0,211 0,235 0,465 0,49
A T 0,104 0,085 0,525 0,46
G G 0,085 0,079 0,065 0,79

X*= qui-quadrado; P: valor de P.
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Tabela 7. Resultados da analise de associagdo entre os gendtipos combinados e o risco materno para prole com SD na casuistica total (caso

n = 162; controle n=294)*.

Combinacio genotipica Grupos OR (IC 95%) P
MTHFR rs4846048 - MTHFR rs4846049 - hsa-mir-149 rs2292832 Controle (n) Caso (n)
AA-GG-CC 55 30 1,00 (Referéncia) -
AA -GT/TT-CC 18 16 1,63 (0,72 - 365) 0,29
AG/GG -GG -CC 13 09 1,26 (0,48 - 3,31) 0,62
AG/GG - GT/TT - CC 62 39 1,15 (0,63 - 2,09) 0,65
AA -GG -CT/TT 46 24 0,95 (0,49 - 1,85) 1,00
AA - GT/TT - CT/TT 21 10 0,95 (0,49 - 1,85) 0,82
AG/GG - GG - CT/TT 19 03 0,28 (0,07 - 1,05) 0,06
AG/GG - GT/TT - CT/TT 60 31 0,94 (0,50 - 1,76) 0,87

*: ndo foi possivel a genotipagem de 2 amostras controle e 5 amostras caso; OR: Odds Ratio; IC: intervalo de confianga; P: valor de P.
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Tabela 8. Resultados da andlise de associacdo entre os genotipos combinados e o risco materno para prole com SD no subgrupo de

mulheres com idade materna inferior a 35 anos, (controle n=267; caso n=81)*.

Combinacio genotipica Grupos OR (IC 95%) P
MTHFR rs4846048 -MTHFR rs4846049 - hsa-mir-149 rs2292832 Controle (n) Caso (n)
AA -GG -CC 51 17 1,00 (Referéncia) -—
AA - GT/TT-CC 17 07 1,23 (0,43 - 3,48) 0,78
AG/GG -GG - CC 12 05 1,25 (0,38 - 4,06) 0,76
AG/GG - GT/TT - CC 54 16 0,88 (0,40 - 1,94) 0,84
AA -GG -CT/TT 41 12 0,87 (0,37 - 2,04) 0,83
AA - GT/TT - CT/TT 19 03 0,47 (0,12 - 1,80) 0,37
AG/GG - GG - CT/TT 18 02 0,33 (0,06 - 1,58) 0,21
AG/GG - GT/TT - CT/TT 55 19 1,03 (0,48 - 2,21) 1,00

*:ndo foi possivel a genotipagem de 2 amostras controle e 5 amostras caso; OR:Odds Ratio; IC: intervalo de confianga; P: valor de P.
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4. Discussao

No presente estudo foi observado que a idade materna igual ou maior que 35
anos ¢ um fator de risco para prole com SD, corroborando com outros estudos da
literatura"**'*?_ A incidéncia de aneuploidias em mulheres aumenta apés os 35 anos de
idade e, esse aumento ¢ intensificado apos os 38 anos''?").

Os mecanismos moleculares que associam a idade materna no momento da
concepgdo a eventos de ndo disjuncdo ndo sdo completamente compreendidos, apesar
disso, algumas hipdteses relacionadas a ocorréncia de trissomias cromossomicas,
dependente da idade, foram formuladas. Os odcitos primordiais entram em meiose I
(MI) na 10-13* semana de vida uterina e, apos a replicacdo do DNA, permanecem em
profase I até a ovulagdo, que pode ocorrer muitos anos depois. A meiose II (MII) s6 ¢
completada ap6s a fertilizacdo™. Assim, (a) eventos ocorridos no ovério fetal quando o
odcito entra em profase I, como erros de recombinagdo com consequente configuragdes
cromossOmicas suscetiveis a nao-disjun¢do; (b) eventos que ocorram durante a
permanéncia prolongada do odcito em profase I, como acimulo de dano ou degradagao
do DNA relacionado a separa¢do dos cromossomos homoélogos ou cromatides-irmas
durante a meiose e (c¢) variagdes hormonais ou declinio na capacidade de detectar erros
durante o ciclo celular poderiam resultar em oo6citos mais suscetiveis a ndo disjungdo.
Além disso, a combinacao de dois eventos ocorrendo em diferentes estagios do processo
meiotico, onde o primeiro evento envolveria erros de recombinagao nos estagios fetais

da ovogénese durante a meiose I, resultando em configuracdes cromossOmicas

suscetiveis a ndo-disjungdo, € o segundo evento aconteceria com o envelhecimento do
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ovario e processamento anormal destas configuragdes, aumentaria as chances desses

" ~ T 12
odcitos ndo sofrerem disjungio corretamente'*?),

)* em especial para

Foi também levantada a hipotese por Hultén et al. (2008
explicar a ocorréncia da SD, de que o mosaicismo ovariano para trissomia do
cromossomo 21 pode ser a principal causa para a ocorréncia da SD. Esses autores
avaliaram o nimero de copias do cromossomo 21 em células ovarianas de oito fetos
com aspecto fenotipico normal na idade gestacional de 12-22 semanas, ap6s interrupgao
da gravidez por razdes sociais e observaram que a maioria dos fetos apresentava
mosaicismo para a trissomia do 21. Assim, sugeriram que mulheres com alto grau de
mosaicismo ovariano estao predispostas a ter filhos com trissomia 21 em idade precoce,
enquanto para aquelas com baixo grau de mosaicismo, o atraso na maturacao do oocito
trissomico com consequente acumulo dessas células dentro da reserva ovariana,
resultaria em ovulagdo tardia dos odcitos trissomicos e maior incidéncia de prole com
SD em idades reprodutivas mais avangadas.

Outra hipdtese proposta refere-se aos habitos alimentares, estilo de vida,
exposi¢do a agentes genotoxicos e composi¢io dos gendtipos da avé materna. E
possivel que estes fatores possam predispor ao primeiro “evento”, referido acima,
responsavel pela ndo disjun¢do do cromossomo 21 em funcdo de erros de recombinagdo
na profase da primeira divisao meidtica durante o desenvolvimento fetal da futura mae
de um individuo com SD, ainda no utero da avdé materna, evidenciando que o
nascimento de uma crianga com SD ¢ um evento complexo e que deve abranger desde a
avo materna, a mae e o desenvolvimento do individuo®* %),

James e colaboradores sugeriram que a metilacdo aberrante do DNA, como

resultado do metabolismo anormal do folato, poderia aumentar o risco de nao disjungao
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durante a meiose materna e representar um fator de risco para SD, independente da
idade materna' V. Neste mesmo estudo foram observadas concentragdes maiores de Hey
plasmatica, um aminoécido derivado do metabolismo do folato, em maes de individuos
com SD quando comparadas com mulheres com filhos sem a sindrome"". Desde ento,
inimeros polimorfismos em genes que codificam enzimas envolvidas neste

. N . . . 11
metabolismo tém sido associados ao risco materno para SD em estudos caso-controle"

41-62, 126-130) (60, 131-138)

Alguns estudos de metaanalise refor¢am esta associagdo
Entretanto, outros estudos ndo evidenciam a associagdo entre genotipos polimorficos da
via do folato e risco materno para SD“* 133 139139 o outros observaram um efeito
protetor do gendtipo polimérfico materno na ocorréncia de prole com SD®¢- >3 38 62, 137-
1D A Tabela 9 apresenta os resultados dos estudos que encontraram associacdo entre
genes da via do folato e risco materno para a SD.

A variante rs1801133 (C—T), conhecida como C677T do gene MTHFR, ¢ a
mais estudada como fator de risco materno para a SD. Esse polimorfismo tem sido
associado com uma diminui¢do da atividade enzimatica de MTHFR e com o aumento
das concentragdes de Hcy plasmatica’®®. De acordo com os estudos, os individuos
portadores do genotipo TT apresentam até 70% de atividade reduzida da enzima e os
portadores do gendtipo CT, apresentam uma reducdo de até 40% na atividade
enzimatica de MTHFR 6% 1),

No Brasil, o estudo de Silva ez al. (2005)*Y, que avaliou 154 mées de individuos
com SD e 158 controles, mostrou associagdo do alelo T do polimorfismo MTHFR
C677T com o risco materno para SD. Um estudo do nosso grupo de pesquisa, também

realizado com populagdo brasileira, observou associacdo entre os genotipos TCN2
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776GG, BHMT 742AA e MTHFR 677CT/TT e os haplotipos CAT (MTHFR C677T,
MTHFR A1298C, MTHFR T1317C) como risco materno para SDOY,

Em 2014, Rai e colaboradores realizaram uma metaanalise com o objetivo de
avaliar o efeito do polimorfismo MTHFR C677T e o risco materno para SD. Foram
avaliados 34 estudos em um total de 3098 casos e 4852 controles e foi observado que o
alelo T é um fator de risco para o nascimento de filho com SD"*”. Outras metaanalises,
incluindo a do nosso grupo de pesquisa também observaram associacdo entre a variante
C677T e o risco materno para SD?% 14137,

Outro polimorfismo do gene MTHFR também avaliado como fator de risco
materno em SD € a substituicdo de adenina (A) para citosina(C) na posi¢ao 1298 do
gene (rs1801131). Os portadores do gendtipo CC tém uma diminuicdo de at¢ 40% da
atividade enzimatica de MTHFR, quando comparados com individuos portadores do
gendtipo AAU®1) Alguns estudos demonstraram associagio do polimorfismo

MTHFR A1298C com o risco materno para a SDU-32) enquanto outros ngo0: 43 4431

56,58, 62, 128, 129, 142, 143, 146, 151)

No presente estudo, nés avaliamos a influéncia de Polimorfismos de Nucleotideo
Unico (SNPs) na regido 3°UTR do gene MTHFR (rs4846048 A—G ers4846049 G—T )
no risco materno para nao disjun¢do do cromossomo 21 e ndo encontramos associacao
desses polimorfismos maternos com a ocorréncia de prole com SD. De acordo com
nosso conhecimento, esse ¢ o primeiro estudo que avalia esses polimorfismos como
fatores de risco materno para SD.

Na literatura ha evidéncias de associacdo desses SNPs (MTHFR rs4846048 e
rs4846049) com outras doencas e/ou disturbios. O polimorfismo rs4846048 foi

. 101 . 4
associado com a perda de massa corporal magra( o que juntamente com o acumulo de
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4 1
massa gorda e perda de massa ossea''®®

, podem contribuir com a sarcopenia, obesidade
e osteoporose. Liu et al. (2008)V sugerem que o gene MTHFR regula o metabolismo
energético dentro das mitocondrias das células musculares e atua no processo de
apoptose celular exercendo efeito sobre a massa corporal magra.

Estudo em cancer mostra redu¢do no risco de cancer de es6fago na presenga do
gen6tipo GG do SNP 154846048 A—G"", mas nenhuma associagio desse genotipo
polimoérfico (GG) com cancer colorretal e de mama'®” 6%,

Em relagdo ao polimorfismo rs4846049 G—T, os genotipos GT e TT foram
associados com o risco aumentado de cancer colorretal'®”. Um estudo realizado em
individuos com mielomeningocele observou associacao entre o alelo T do SNP MTHFR
14846049 e presenca de Transtorno do Déficit de Atencdo com Hiperatividade
(TDAH), sugerindo que o gene MTHFR esta envolvido na etiologia do TDAH nos
individuos com mielomeningocele'®”. Deficiéncias de folato e de vitamina B tém sido
associada com déficit de atengdo e depressio'’”.

A andlise de haplétipos de cinco polimorfismos do gene MTHFR, incluindo o
polimorfismo rs4846049, também mostrou que a combinag¢do haplotipica TTGGT
(rs4846049, rs1476413, rs1801131, rs1801133 e rs9651118) ¢ um fator de risco para
paralisia cerebral (PC) em bebés com deficiéncia mental da populacdo chinesa'’”. No
presente estudo, a analise dos haplotipos MTHFR rs4846048 e rs4846049 nao mostrou
associagao com o risco materno da SD.

Embora SNPs na regido 3’UTR do gene MTHFR possam comprometer o
metabolismo do folato, pois estudos mostram que o polimorfismo rs4846049 ¢

funcional, devido a alteracdes na expressio do RNAm do gene MTHFR®, a auséncia

de associacdo no presente estudo pode estar relacionada ao tamanho amostral reduzido,
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0 que poderia reduzir o poder da analise estatistica. Para o polimorfismo rs4846048
(A—G) nao ha estudos de analise funcional até o presente.

Outro aspecto importante de SNPs em regides 3’UTR é que os mesmos podem
alterar a expressdo de genes em um mecanismo mediado por miRNAs"""*'">. De acordo
com andlise in silico, a variante MTHFR 154846049 (G—T) encontra-se dentro de uma
regido predita para ligagdo do hsa-miR-149 e essa ligacdo mostrou-se mais eficiente na
presenca do alelo T do gene MTHFR em ensaio in vitro®®). Pela técnica de western blot
esses autores também demonstraram uma diminui¢do dos niveis da proteina MTHFR
em individuos portadores do genotipo MTHFR TT, o que suporta a supressdo do
MTHFR, na presenca do alelo T, pelo hsa-miR-149. No estudo de Wu ez al. (2013)” ¢

(176), o alelo T da variante

em outro, realizado na populacao chinesa em 2248 individuos
MTHFR rs4846049 foi associado com o aumento da suscetibilidade de doenga arterial
coronaria (DAC). E possivel, entdo, que o hsa-miR-149 possa estar envolvido com a
DAC, por meio da interagdo com o gene MTHFR, que pode ser alterada pelo
polimorfismo rs4846049.

Variantes genéticas na propria sequéncia de pri-miRNAs, pré-miRNAs e em
miRNAs maduros podem influenciar a expressao de genes mediada pelos miRNAs e,

(77 ¢ contribuir para a suscetibilidade e

assim alterar diversos processos biologicos
prognostico de doencas'' ™. Atualmente, existem 1881 miRNAs precursores no genoma
humano (Banco de Dados miRBase— versao 21), que sao exportados para o citoplasma
onde serdao clivados pela enzima Dicer gerando 2588 (Banco de Dados miRBase 21)
diferentes miRNAs maduros" .

No presente estudo, a influéncia do polimorfismo 152229832 (C—T), localizado

no precursor do miR-149, como fator de risco materno para a SD foi investigada uma
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1
(99, 180) ¢ nossos resultados

vez que esse miRNA tem como alvo genes da via do folato
mostram evidéncias que o gendtipo materno TT do polimorfismo rs2229832 ¢ um fator
de risco materno para SD para mulheres com menos de 35 anos de idade na casuistica
estudada. E esperado que esse polimorfismo altere a expressdo e/ou maturagio do miR-
149, tendo em vista que andlises in vifro demonstraram que a variante T na forma

(107), influenciando a

precursora possa alterar o processo de maturagdo de miR-149
ligagdo com o gene MTHFR, o que resultaria em anormalidade no metabolismo do
folato-Hcy e, consequentemente, possivel instabilidade cromossomica.

Atualmente, ndo existem dados sobre o papel do polimorfismo rs2229832 do
mir-149 e o risco materno para a SD. Por outro lado, hd estudos que avaliam a
associacdo entre este polimorfismo e o risco para diversos tipos de cancer. Liu e
colaboradores encontraram associagdo desse polimorfismo e o risco para carcinoma
hepatocelular na populagdo chinesa com genotipo CT e TT, principalmente em
pacientes infectados com o virus da hepatite B"'*". Em outro estudo, realizado na Coréia
do Sul, foi demonstrado que o risco de hepatocarcinoma foi mais baixo para os
individuos portadores dos gendtipos CT e CC, especialmente naqueles infectados com o
virus da hepatite B"'*?. Neste mesmo estudo também foi observado que pacientes com o
alelo T do rs2292832 apresentavam uma menor sobrevida e os autores sugeriram que
esse polimorfismo pode ser um biomarcador de progndstico para o hepatocarcinoma na
populagio coreana'*?.

Um estudo em cancer de cabega e pescoco, realizado em Taiwan, demonstrou
que o genotipo TT do polimorfismo 152292832 foi associado com a progressao mais

avangada da doenca e com um pior prognostico dos pacientes acometidos por este tipo

1 ) - . . .
tumoral'’”. Além disso, em experimentos in vitro, estes autores demonstraram que o
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alelo T do hsa-mir-149, quando comparado ao alelo C, pode alterar o processamento de
pré-mir-149 para a sua forma madura, resultando em uma alteragdo na quantidade do
miR-149, que por sua vez, modula a progressdo e a sobrevida do paciente. Os autores
observaram que expressdao de miR-149 suprimia a mobilidade das células tumorais e
sugeriram que a variante T pode retardar o processamento de pré-mir-149 para miR-149
e resultaria na diminui¢do da forma madura, que consequentemente atenuaria o efeito de

197 " Outro estudo em céancer de cabega e

supressao de miR-149 na mobilidade celular
pescogo, em populacdo branca ndo hispanica, observou que o gendtipo CC do
1s2292832, em pacientes que foram tratados por radiacdo e/ou quimioterapia € com ou
sem cirurgia, foi associado com um menor risco de obito e de recorréncia de cancer de
cavidade oral, hipofaringe ¢ laringe"*?.

Contrariamente, em um estudo realizado na China com individuos com
carcinoma papilar de tireoide e individuos sem historico de cancer, o gendtipo CC do
rs2292832 foi considerado fator de risco para cancer de tireoide (OR= 1,60; 95%IC =
1,72-2,20; p = 0,003). Os autores sugeriram que o polimorfismo altera a forma madura
de miR-149, pois os individuos com genétipo CC apresentaram expressao reduzida do
miRNA maduro quando comparados com os individuos portadores dos gendtipos CT e
TT84

Na populagdo grega foi realizado um estudo que avaliou a associagdo de trés
polimorfismos em pré-miRNAs, incluindo o rs2292832, e foi observado um aumento no
risco para cancer gastrico com a combinacdo CCC e GTC (rs2910164, rs2292832,

rs11614913), entretanto, um efeito protetor para cancer gastrico foi observado com a

combinagdo alélica CTT e CCT para os mesmos polimorfismos"'”. Em outro estudo
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com cancer gastrico da populagdo coreana do Sul, o alelo C do polimorfismo rs2292832
mostrou um efeito protetor para a doenga no sexo masculino*”,

Um estudo realizado na China em mulheres com cancer de pulmao ndo fumantes
e controles (mulheres sem histdrico de cancer e ndo fumantes) ndo observou associaciao
entre o polimorfismo rs2292832 e o risco para cancer de pulmido"®®. Outro estudo, em
populagdo chinesa, também ndo encontrou associagdo com a variante 1s2292832 e o
risco para cancer de cabeca e pescogo'®”. O efeito do polimorfismo rs2292832 também

(189)

1988 de pulmao™ ™,

ndo foi observado em estudos com cancer colorreta

(190) (191)

hepatocarcinoma' "’ e de prostata” ~ ’ em diferentes etnias.
Outras doengas também foram investigadas para o polimorfismo rs2292832. Um
risco aumentado para DAC foi observado em pacientes com idade superior a 63 anos

portadores do alelo T da variante rs2292832'%

e gendtipo TT foi associado com
aumento do risco de pneumoconiose em trabalhadores que atuam em mina de
carvio''”. Nenhum efeito desse polimorfismo (rs2292832) foi observado na ocorréncia

de epilepsia em criangas''*?

e um efeito protetor do alelo C foi observado para atresia
biliar em criangas chinesas""*>. Por outro lado, a combinagdo dos genétipos CT+CC
com concentracdo de folato <3,43 resultou em um aumento de risco para acidente
vascular cerebral isquémico (AVCI)"®. Uma metaanélise, realizada com a variante
r$2292832, mostrou uma redu¢do do risco para AVCI aos portadores do gendtipo TT e
do alelo T quando comparados com o genétipo CC e o alelo C!''.

Embora no presente estudo tenha sido avaliado apenas o polimorfismo
1s2229832 (C—T) no pré-miRNA 149, um estudo forneceu evidéncias que o SNP

rs71428439 (A—G) também afeta o processamento do miR-149 maduro"'’®. De acordo

com analises in vitro, os autores observaram em cé¢lulas mononucleares de sangue
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periférico humano, que portadores do alelo G possuiam niveis mais baixos de miR-149
maduro, sugerindo que este alelo atenua o processo de maturacdo do miR-149. Os
resultados também indicaram que essa variante G est4 associada com o risco aumentado
de infarto do miocardio quando comparada com individuos portadores do genotipo
AA06)

Por outro lado, o polimorfismo rs71428439 no pré-miRNA 149 foi associado a
um menor risco de AVCI em individuos portadores do genotipo GG em relagdo aos
portadores do gendtipo AA; uma redugdo do risco também foi observada nos individuos
portadores do alelo G em relagdo aos portadores do alelo A"*”. Esses autores também
demonstraram que pacientes que sofreram AVCI com genodtipo GG ou AG
apresentavam menores niveis de Hcy plasmatica quando comparados com aqueles
portadores de genodtipos AG ou AA!SY.

Ha também evidéncias de associacdo entre variantes em regides precursoras de
outros miRNAs com diversas doencas. Os gendtipos CT e TT do SNP rs2168518 do
mir-4513 e o gendtipo GG do rs3746444 do mir-499 foram considerados potenciais
marcadores biologicos para o prognostico da DAC, de acordo com estudo de Li e
colaboradores"”™®. O gendtipo GG do polimorfismo rs3746444, no precursor de miR-
499, também foi associado com o aumento do risco para infarto do miocardio na

populacdo chinesa''””

e os gendtipos GG e AG estdo associados ao aumento do risco de
acidente vascular cerebral'®®. Entretanto, um estudo com a populacio coreana do Sul,

observou uma reducdo do risco para cancer hepatocelular em pacientes que

apresentavam gendtipo GG e AG do polimorfismo rs3746444'%2.
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O polimorfismo 152910164 no precursor de mir-146a, que afeta a forma madura

(199, 200) (201)

: 1 1 . . A , .
do miR-146a""" 98), tem sido associado ao cancer de mama , gastrico” ",

(202) (204, 205) (195)

203 . . T
melanoma®? e oral®®, doencas autoimunes e infarto do miocardio

Estima-se que a expressdo de cerca de 60% dos genes humanos estejam sobre a

(65)

influéncia de miRNAs"™”, em funcdo disso, os miRNAs desempenham papel importante

em diversos processos biologicos e estudos tém associado esses pequenos RNAs em

(206)

uma variedade de doengas™’. SNPs localizados em sequéncias de genes de pré-

miRNAs e genes alvo de miRNAs, podem perturbar a interagcio miRNA-RNAm alvo e,
portanto resultar em uma desregulagio da expressdo do gene alvo®"”.

Uma das limitagcdes do presente estudo foi a auséncia de andlise dos niveis de
expressao do gene MTHFR, bem como do hsa-mir-149. Entretanto, ¢ o primeiro estudo
que avalia polimorfismos na regiao 3’UTR e variante em pré-miRNAs como fatores de
risco materno para SD e fornece evidéncias da influéncia do polimorfismo rs2229832
(C—T), localizado no precursor do miR-149, como fatores de risco maternos para o
nascimento de prole com SD.

Em conclusdo, sugere-se que o polimorfismo rs2292832 possa alterar a
maturacdo de miR-149 e modificar a interagcdo com o gene alvo MTHFR, resultando em

alteracdo no metabolismo do folato e, consequentemente, aumento de risco materno

para ndo disjuncao do cromossomo 21, em mulheres com menos de 35 anos.
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Tabela 9. Estudos sobre associagao entre polimorfismos maternos em genes do metabolismo

do folato e fator de risco para prole com sindrome de Down, segundo Coppede (2015) com

modificagdes.

Referéncia

Pais

Maes
CA/ CO

Associacao com o risco materno para SD

James et al., 1999V

USA

57/50

T MTHFR 677CT
T MTHFR 677CT +TT

Hobbs et al., 2000*"

USA/
Canada

157/144

1 MTHFR 677CT

t MTHFR 677CT + TT

t MTRR 66GG

1 MTRR 66AG + GG

t MTHFR 677TT ou CT + MTRR 66GG

O’Leary et al., 2002%%

Irlanda

48/192

1 MTRR 66AG

1 MTRR 66GG

1 MTRR 66AG + GG

1 MTHFR 677CT ou TT + MTRR 66GG

Grillo et al., 200219

Brasil

36/200

t MTHFR 677T
t MTHFR 1298C
t MTHFR 677CT + MTHFR 1298AC

Bosco et al., 2003

Italia

63/72

T MTR 2756AG + GG
T MTR 2756AG + MTRR 66AG

da Silva et al., 2005

Brasil

154/158

1t MTHFR 677T

T MTHFR 677T, MTHFR 1298C,

MTR 2756G, MTRR 66G e CBS 844ins68
(presenga de numeros crescentes dos alelos
variantes aumenta o risco)

Acécio et al., 2005

Brasil

70/88

1t MTHFR 677CT + MTHFR 1298AC

Coppede et al., 2006*"

Italia

80/111

T MTHFR 677TT + SLC1941 80GG
| MTHFR 1298AA + SLC1941 80GA/AA

Rai et al., 2006*”

India

149/165

1T MTHFR 677TT
T MTHFR 1298CC

Scala et al., 2006™

Italia

94/264

1T MTHFR 1298C

1 SLCI941 80G

T MTHFR 1298CC

1 SLCI1941 80GG

1t MTHFR 677TT + MTHFR 1298CC ou CA
1T MTHFR 1298CC ou CA +

SLC1941 80GG ou GA

1 SLC19A41 80GG + MTHFDI 1958AA

Biselli et al., 2008°"

Brasil

72/194

1 MTHFR 677T, MTHFR 1298C,
MTR 2756G, e SLC1941 80G (presenca de 3
ou mais alelos polimorficos aumenta o risco)

Meguid et al., 2008

Egito

42/48

1 MTHFR 677CT +TT
1t MTHFR 1298CC

Wang et al., 2008 ©0)

China

64/70

1 MTHFR 677TT
1 MTRR 66GG
1t MTHFR 677TT/CT + MTRR 66GG

Brandalize et al., 2009%?

Brasil

239/197

1T MTHFR 677CT ou TT/MTHFR 1298AA
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Tabela 9. Continuagdo

A . , Maes . .

Referéncia Pais CA/ CO Associacio com o risco materno para SD

Coppede et al., 2009° Italia  94/113 1 MTHFR 677TT + MTR 2756AA
| MTHFR 1298AC + TYMS 2R/2R

Pozzi et al., 2009°Y Itilia  74/184 1 MTRR 66AG
1t MTRR 66AG + GG

Fintelman-Rodrigues et al., Brasil  114/110 1 MTR 2756AG/TCN2 776CC

(55)

2009

Cyril et al., 2009°° India 36/60 1 MTHFR 677CT+TT

Brandalize et al., 2010°" Brasil  239/197 1 MTR A2756 G, MTRR A66G, CBS 844ins68
e SLCI941 A80G (genétipos combinados
entre estes polimorfismos aumenta o risco de
acordo com o numero de alelos de risco
considerados)
* MTHFR 677T + MTRR 66G

Coppede et al., 2010177 Italia 29/32  Frequéncia de micronucleos, MTHFR 677TT,
SLCI1941 80AA, TYMS 1494 6pb+/+,
TYMS 28pb 3R/3R e MTR 2756AA permitem
discriminar médes SD e mades controles com
uma acuracia de 90%.

Sadiq er al., 2011 Jordania  53/29 1t MTHFR 677T

Marucci et al., 201217 Brasil  105/185 | SHMT 1420CC ou CT

Zampieri et al., 2012 Brasil  86/161 | BHMT 742 AA
| BHMT 742 (GA ou AA)

Zampieri et al., 2012°% Brasil  105/185 1 MTHFR 677CT ou TT
1 TCN2 776GG
| BHMT 742AA
MTHFR 677C/1298A/1317T (haplotipo mais
frequente no grupo controle)

Wang et al., 2013 China  104/184 | MTRR 524TT
| MTRR 524CT + TT

Wang et al., 2013%” China  104/184 1 SLCI941 80G
1 CBS 833C
1 SLC1941 80GG + CBS 833TC

Amorim et al., 20137? Brasil  94/134 | BHMT 742A
| BHMT 742AA

Coppede et al., 20131V Italia  172/157 | DNMT3B —579T
| DNMT3B —579GT ou GT + TT
| DNMT3B —579GT + DNMT3B —149CC

Coppede et al., 20147 Italia  253/298 1 MTR 2756AG + MTRR 66AG

Liao et al., 20147 China  76/115 1 MTHFR 677CT/TT +
MTHFDI 1958AA/GA
1 TCN2 776CG + MTHFR 677TT

Jaiswal et al., 2015%%) India  150/172 DNMT3B -579G/-149T e -579G/-149C

(haplétipos mais frequentes no grupo caso)
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Tabela 9. Continuagdo

Maes

Referéncia Pais CA/ CO Associacio com o risco materno para SD
Izci Ay et al., 2015©% Turquia  47/49 | MTHFR 677C
T MTHFDI 1958A
Sukla et al., 20157 fndia  186/200 1 MTHFR 677T
Jaiswal et al., 2016 fndia  288/200 1 BHMT 742AA

CA: Maes de individuos com sindrome de Down; CO: maes com filhos sem Sindrome de
Down; SD: individuos com sindrome de Down; 1: risco aumentado; |risco diminuido.
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5. Conclusao

1. Na casuistica avaliada ndo héd evidéncias de associacdo entre os polimorfismos
maternos MTHFR 14846049 e rs4846048 e risco para a ocorréncia de prole SD;
entretanto, um risco materno aumentado para SD é observado em mulheres com idade
materna inferior a 35 anos portadoras do gendtipo materno TT do polimorfismo hsa-

mir-149 rs2292832.
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FAMERP FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO
AUTARQUIA ESTADUAL
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Obrigatorio para Pesquisas Cientifica em Seres Humanos — Resolucio n.’ 466/12 — CNS)

I. Dados de Identificacdo do sujeito da pesquisa

Nome:

Documento de identidade n.°:

[J

Endereco: n.°

Bairro: Cidade:

apto:

CEP: Telefone para contato:

I1 . Dados sobre a pesquisa cientifica/pesquisador:

Titulo do Projeto: Impacto de polimorfismos da regido 3’ ndo traduzida do gene MTHFR ¢ de
polimorfismo do microRNA hsa-mir-149 no risco materno para a sindrome de Down.

Pesquisadora responsavel: Prof* Dr* Erika Cristina Pavarino

Inscri¢do no Conselho Regional: Conselho de Biologia (CRB-1) no. 18306/01-D

Cargo/Funcio: Professor Adjunto

Instituicao: Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto

Endereco: Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416 Bairro: Vila Sao Pedro

CEP: 1509-000 Fone: (17) 3201-5904

III. Avaliacio do Risco da Pesquisa
( x) risco minimo () risco médio () risco maior
Consequéncia imediata do estudo: Risco da coleta de sangue que inclui vermelhiddo local transitoria, e

raramente a formacdo de pequenos hematomas e inflamagéo local.

IV. Esclarecimentos sobre a pesquisa cientifica:

*Objetivo da pesquisa: Objetivo do estudo ¢ investigar a associagdo entre variagdes no material genético
(gene MTHFR e microRNA) e o risco de mulheres terem filhos com sindrome de Down (SD) e associar a
constituigdo genética (gendtipos) com a expressdo do gene estudado (RNA e proteina) e com as
concentragdes de homocisteina, acido metilmalonico e folato.

*Método empregado para colheita de material biolégico (sangue periférico): O sangue periférico sera
colhido com seringa descartavel por profissionais habilitados.

*Desconfortos e riscos esperados: O risco da coleta inclui vermelhiddo local transitdria, e raramente a

formacao de pequenos hematomas e inflamagao local.
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*Beneficios que poderdo ser obtidos: Nao ha beneficios diretos para os participantes da pesquisa.
Entretanto, os dados gerados a partir do presente estudo contribuirdo para a compreensao dos mecanismos
envolvidos no risco materno para a sindrome de Down.

*O sujeito da pesquisa/responsavel legal consente ao pesquisador utilizar os resultados advindos da
pesquisa apenas para divulgacdo em reunides de carater cientifico e/ou publicagdes em meios
especializados, sendo, portanto, mantido sigilo das informagdes.

*O sujeito da pesquisa/responsavel legal pode consultar a pesquisadora responsavel pelo telefone (17)
32015904 ou a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio
Preto, telefone: (17) 32015813, para esclarecimento de qualquer duvida.

*O sujeito da pesquisa esta livre para, a qualquer momento, deixar de participar da pesquisa e ndo precisa
apresentar justificativas para isso.

*O sujeito da pesquisa legal autoriza o armazenamento do material coletado e sera contatado (a) para
conceder ou ndo a autorizag@o para o uso deste material em futuros projetos.

*O sujeito que concordar em participar desta pesquisa ¢ com a retirada ¢ uso do material, do modo
descrito acima, ndo tera quaisquer beneficios ou direitos financeiros sobre os eventuais resultados

decorrentes desta pesquisa ¢ também ndo tera qualquer tipo de despesa para participar do estudo.

V. Consentimento pos-esclarecimento:
Declaro que, ap6s ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador, consinto em participar na
amostragem do projeto de pesquisa em questdo, por livre vontade sem que tenha sido submetido a

qualquer tipo de pressao.

Sao José do Rio Preto, de R

Sujeito de Pesquisa Erika Cristina Pavarino

Pesquisadora Responsavel

Nota: este termo foi elaborado em duas vias, ficando uma via em poder do paciente ou seu representante

legal e outra com 0 pesquisador responsavel pelo projeto.
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Questionario
Grupo: Caso () Controle ()
Codigo:
Prontuario:
Nome:
Documento de identidade n.°: Data de nascimento:
Endereco: n.% apto:
Bairro: Cidade:
CEP: Telefone para contato:
Idade na concepcao: Idade ao nascimento do filho: Prematuridade: () Sim () Nao
Ingestio de Acido folico: () Sim () Ndo — Mg: fnico: Duragao:
Ingestao de vitaminas: fnicio: Duragao:
Numero de filhos: Abortos prévios:

Caso de Cardiopatia Congénita na familia? ( ) Sim ( ) Nao Tipo:
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Protocolo de Extracio de DNA, segundo Miller et al. (1988)"'®, com

modificacoes.

- Coletar 7mL de sangue periférico em tubo de centrifuga com anticoagulante
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA);

- Transferir o sangue para um tubo estéril, contendo 7mL de gradiente de
concentracdo (Ficoll-Paque);

- Centrifugar o tubo a 1.500 rotagdes por minuto (rpm) por 30 minutos em
temperatura ambiente;

-Transferir os leucdcitos para um novo tubo com a utilizacdo de uma pipeta
Pasteur estéril;

- Adicionar ao material tampao fosfato salino (PBS 10x) (1,3M de NaCl; 70mM
de Na,HPO4.2H,0; 30mM de KH,POy4, pH 7,2 - 7,4) até¢ completar o volume de 15 ml;

- Centrifugar a 1.200 rpm por 15 minutos em temperatura ambiente;

- Descartar o sobrenadante e adicionar novamente PBS 10x até completar o
volume de 15mL;

- Centrifugar novamente a 1.200 rpm por 15 minutos em temperatura ambiente;

- Apos descartar o sobrenadante, adicionar 3mL de tampao de lise (Tris-HCI
90mM; NaCl 400mM; Na, EDTA 2mM), 200uL de sédio dodecil sulfato (SDS) 10% e
50 uL de proteinase K (20 mg/mL);

- Incubar a solugao a 37°C por 16 horas (overnigth);

- Apos o periodo de incubacgao, adicionar ImL de NaCl 5M;

- Agitar o tubo por 15 segundos e manté-lo no gelo por 15 minutos;

- Centrifugar a 2.000 rpm por 15 minutos em temperatura ambiente;
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- Transferir o sobrenadante para um tubo estéril de 15mL, descartando-se o

pellet;

- Adicionar ao sobrenadante etanol absoluto gelado e homogeneizar o tubo por
nversao;

- Transferir o DNA precipitado para um microtubo contendo 500uL de etanol
70%:;

- Centrifugar o microtubo a 1.2000 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente;

- Descartar o etanol por inversdo do microtubo;

- Manter o microtubo, contendo o DNA, invertido em temperatura ambiente para
a secagem completa do etanol;

- Apos secagem, ressuspender o DNA em 200uL de tampao de eluicao (TE) (1
M Tris-HCI pHS, 0,5 M EDTA);

- Armazenar o DNA em freezer -20°C.
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Protocolo de Extracio de DNA salina ou “salting-out”, segundo Salazar et

al. (1998)"'"”, com modificacdes.

- Coletar 1mL sangue periférico em tubo contendo o anticoagulante acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA);

- Transferir o sangue para um microtubo estéril e centrifugar a 5.000 rpm por 5
minutos em temperatura ambiente;

- Descartar o plasma e adicionar 900uL de Tampao 1 (1x) [5 ml do Tampao 10x
(100mM Tris-HCL; 100mM de KCI; 100mM de MgCl, e 20mM EDTA) e 45 ml de agua
ultrapura] contendo 2,75% de Triton.

- Homogeneizar o microtubo por 40 segundos e centrifugar a 5.000 rpm por 5
minutos em temperatura ambiente;

- Descartar o sobrenadante e adicionar ao pellet ImL do Tampao 1 (1x)

- Homogeneizar o microtubo por 40 segundos e centrifugar a 5.000 rpm por 5
minutos em temperatura ambiente;

- Descartar o sobrenadante;

- Repetir esse procedimento por trés vezes;

- Apos, adicionar 200uL. de Tampao 2 (1x) (10 mM Tris-HCI; 10 mMKCI; 10
mM, MgCl,; 2 mM EDTA; 0,4 M NaCl);

- Homogeneizar o microtubo por 15 segundos;

- Adicionar 20puL de solugdo de SDS 10%:;

- Incubar a solu¢ao em banho-maria a 56°C por 15 minutos;

- Ap6s esse periodo, adicionar 100uL de NaCl 5SM e homogeneizar o microtubo

por 15 segundos;



Apéndice 4 85

- Centrifugar a 1.2000 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente;

- Transferir o sobrenadante para um microtubo de 1,5 mL estéril;

- Adicionar 1mL de etanol absoluto gelado;

- Inverter o microtubo varias vezes, vagarosamente;

- Incubar as amostras em freezer -20°C por 16 horas (overnight),

- Apos esse periodo, centrifugar o microtubo a 1.2000 rpm por 5 minutos em
temperatura ambiente;

- Remover o etanol absoluto por inversao;

- Adicionar ImL de etanol 70% gelado;

- Centrifugar a 1.2000 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente e descartar o

etanol;

- Repetir esse procedimento por mais duas vezes;

- Deixar o microtubo em posi¢ao invertida para secagem completa do etanol;

- Ap6s, ressuspender o DNA em 100uL de TE (1 M Tris-HCI pHS8, 0,5 M
EDTA);

- Incubar 0 DNA a 56°C por 15 minutos e ap6s, armazenar a-20°C.
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Comité de Eticaem
Pesquisa em Seres Humanos

CEP/FAMERP ~

Parecer n.° 427.757

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O projeto de pesquisa CAAE 20113313.6.0000.5415 sol.:) a
responsabilidade de Erika Cristina Pavarino com o titulo “Impacto de
polimorfismos da regia’b 3 ndo traduzida do gene MTHFR e de polimorfismo
do microRNA hsa-miR-149 no risco materno para a sindrome de Down" estd
de acordo com a resolugdo do CNS 466/12 e foi aprovado pc;r esse CEP.
Lembramos ao senhor(a) pesquisador(a) que, no cumprimento da
Resolugdo 251/97, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP)
deverd receber relatérios semestrais sobre o andamento do Estudo, bem
como a qualquer tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevancia,
além do envio dos relatos de eventos adverso'§,| com certeza para
conhecimento deste Comité. Salientamos ainda, a necessidade de relatério
completo ao final do Es?udo.h
Sdo José do Rio Preto, 17 de outubro de 2013,

Prof®. Dr®. Maria Rita Rodrigues Vieira
Vice-Presidente do CEP/FAMERP

.~

17 3201 5813

cepfamerp@famerp.br .

Av. Brigadeiro Faria Lima 5416 | Vila Sao'Pedro

15090-000. | Sao José do Rid Preto SP

www.famerp.br/cep .
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MINISTERIO DA SAUDE
; Conselho Necliona!l de T aude
Comiesbo Nacional de 1 nea em Pesquiss - CONEP

PARECER N°2400/2004
TR.'I."O CONEP: 10618 (Este n* deve ser citado nas corresponcenciss retprenies a este prujeio)

]ngmro CEP: 3340/04 Processo n® 25000.106488/2004-41
‘Projeto de Pesquisa: "Avaliagdo genético climca e molecular em Sindrome 06
1Down, "

'Pesquisador Responsével: Dra. Erika Cristina Pavarno Bertelh

"lmmuiqlo: Faculdade de Madicina de Sdo José do Rio Preto - FAMERP

'Aren Temdtics Especlal: Ganética Humana

bM se proceder a andlise das respostas ac parecer CONEP n® 2001/2004, relative ao
projeto em questao, considerou-se que:

1) tendo em vista a afirmagdo da pesquisadora responsavel que uerd
estabelecido um banco de material bioldgico, solicita-48 que s@a fenc um
pbanco de dados junto ao CEP da insttuigao, informando: Qquem: o 0
responséve! pelo banco, condigbes de armazenamento, sequranca do barcu,
como serd o acesso pelos pesquisadores a esse Danco, ¢e que fonma suri
garantida a confidencialidade dos individuos gue doarem 0 maltsrial para a
formacAo desse banco,

2) as informagdes enviadas atendem aos aspectos fundamentais da Res NS
196/96 sobre diretrizes & normas reguiamentadoras de pasguisas 8nvolvendao
seres humanos,

3) o projeto foi aprovado pelo Comité de Enica em Pesquise - CEP da instituigac
supracitada.

Diante do exposto, a Comissiao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, de
acordo com as atribuigbes definidas na Resolugdo CNS 186/96, manifesta-se
pela aprovagdo do projeto de pesquisa proposto com a recomendagao 1. acima
cltada, devendo esta ser acompanhada pelo CEP, para posterior inicio da
pesquisa.

Situagéo: Projeto aprovado com recomendagac

Brasilia 29 de Novembpro de 2004

Ay S oDl Heoiares

/ WILLIAM SAAD HOS SNE
Coordenader ds CONEP ' CNS/MS
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FACULDADE DE MEDICINA DE

SAO JOSE DO RIO PRETO- m«np
FAMERP - SP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Impacto de pobmorfismos da regiio 3 ndo raduzida do gene MTHFR & de poimorfismo
do microRMA hsa-mi-148 no risco matemo para & sindrome de Down.

Pesquisador: Erka Cristing Pavarine

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 2071713313.6.0000.5415

Instituigdo Proponente: Faculdade de Medicing de 330 Jose do Rio Preto- FAMERF - 5P

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DA NOTIFICAGAD

Tipo de Notificagdo: Outros

Detalhe: Ampliagio de casuistca

Justificativa: ‘niciaimente foi proposta a avabagio dos pobmorfismes gensticos MTHFR
Data do Envio: 03/0472014

Situagio da Notificagio: Farecer Consubstanciade Emitide

DADODS DO PARECER

MNumero do Parecer: B50.612
Data da Relatoria: 02/04/2014

Apresentagio da Notificagio:

Trata-se de wma notificagio de ampliagie da amestra dos participanies da pesquisa CAAE:
20113213.6.0000.5415 de titwlo: "Impacto de pobmorfismes da regifo 3 ndo traduzsda do gene MTHFR e de
pokmorfisme do mecroRNA hsa-miR-149 no risco matemno para a sindrome de Down”.

Objetivo da Motificagio:

Ampliar 3 casuistica.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Mio fere em nada os principios éticos.






