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RESUMO

Introducio: A sindrome de Down (SD) resulta de falhas na segregacao
cromossomica durante a meiose materna em cerca de 90-95 % dos casos. Embora a
idade materna seja um fator de risco bem estabelecido, o nascimento de individuos com
SD de maes jovens indica a existéncia de outros fatores etiologicos. Estudos sugerem
que o metabolismo anormal do folato pode causar hipometilagio do DNA
pericentromérico, favorecendo a nao disjungdo cromossOmica. Além disso,
polimorfismos em genes envolvidos no metabolismo do folato tem sido apontados como
fatores de risco materno para a SD. Objetivos: Comparar a metilagao global do DNA
entre maes de individuos com SD e maes controle; avaliar a influéncia de 18
polimorfismos em genes envolvidos no metabolismo do folato e das concentragdes de
folato, homocisteina (Hcy) e acido metilmalonico (MMA) na metilagdo do DNA;
investigar a contribui¢do dos polimorfismos timidilato sintase (7YMS) repeticao 28 pb,
TYMS 1494del6, DNA metiltransferase 3B (DNMT3B) -149C>T, DNMT3B -283T>C e
DNMT3B -579G>T na modulagdo do risco materno para a SD e a associagdo entre esses
polimorfismos e as concentracdes de folato, Hcy e MMA. Casuistica e Métodos:
Foram incluidas 105 maes de individuos com trissomia livre do cromossomo 21 e 185
maes de individuos sem a sindrome. A metilacao das sequéncias LINE-1 ¢ Alu foram
quantificadas por meio de pirosequenciamento. A analise do polimorfismo 7YMS
repeticdo 28 pb foi realizada por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) por
diferenca de tamanho de fragmentos; os polimorfismos 7TYMS 1494del6 ¢ DNMT3B -
579G>T foram analisados por PCR seguida de digestdo enzimatica; ¢ a PCR em tempo
real foi utilizada para a genotipagem dos polimorfismos DNMT3B -149C>T e DNMT3B

-283T>C. Os dados dos demais polimorfismos foram obtidos de artigos publicados
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previamente pelo grupo de pesquisa. O folato sérico foi quantificado por
quimioluminescéncia, ¢ Hcy e MMA plasmaticos foram determinados por
cromatografia liquida/espectrometria de massas sequencial. Resultados: A metilagao da
sequéncia LINE-1 foi menor em maes de individuos com SD quando comparadas com
as maes controle. Os genotipos TCN2 776 CG e GG foram associados com elevada
metilagdo da sequéncia Alu, enquanto baixa metilagdo dessa sequéncia foram
observadas em maes com os genotipos BHMT 742 GA e AA. O folato foi um preditor
da metilagao da sequéncia LINE-1. Maes com os gendtipos 7YMS 3R/3R ou DNMT3B -
149TT/-283TC apresentaram maior risco de ter um filho com SD. Em relagdo aos
metabodlitos, baixa concentracdo de Hcy foi observada em maes com os genotipos
DNMT3B -149CT/-283CC quando comparados com os demais genotipos combinados.
Conclusdes: A metilagdo reduzida da sequéncia LINE-1 ¢ um fator de risco materno
para a SD, assim como o genétipo TYMS 3R/3R e os gendtipos combinados DNMT3B -
149TT/-283TC. Os genotipos TCN2 776 CG e GG e BHMT 742 GA e AA modulam a
metilagdo da sequéncia Alu. O folato sérico ¢ um preditor da metilagdo da sequéncia
LINE-1 e a concentracdo de Hcy ¢ modulada pelos genotipos combinados DNMT3B -

149CT/-283CC na populagdo estudada.

Palavras chave: Sindrome de Down, Metilagdo do DNA, Polimorfismo Genético,

Fatores de Risco.
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1. INTRODUCAO

A sindrome de Down ¢ uma desordem de origem genética que causa deficiéncia
intelectual e afeta um em cada 1000 nascidos vivos." Os individuos com a sindrome
apresentam caracteristicas especificas, como hipotonia muscular, prega palmar unica,
braquicefalia, prega epicantica, ponte nasal achatada, entre outras,'” além de maior
suscetibilidade ao desenvolvimento de algumas doengas, como cardiopatias, problemas
oftalmolégicos e de audicdo, doengas respiratorias e gastrointestinais.' ™

A trissomia livre do cromossomo 21, caracterizada pela presenga de uma cépia
extra deste cromossomo, ¢ responsavel por cerca de 90-95 % dos casos de sindrome de
Down e resulta de falhas na segregagdo cromosssomica durante a meiose. A nao
disjungdo cromossomica pode ocorrer tanto na formacao do oOvulo quanto do
espermatozoide, mas a origem materna ¢ a principal causa, ocorrendo,
predominantemente, durante a primeira divisdo meidtica. Somente 10 % da trissomia
livie do cromossomo 21 apresentam origem paterna.®™ A trissomia parcial do
cromossomo 21 causada por translocacao Robertsonianas envolvendo, principalmente,
os cromossomos 14 ¢ 21 é a causa de cerca de 3 % dos casos.”) O restante dos casos ¢
resultante de mosaicismo e caracteriza-se pela presenga de células com arranjo
cromossdmico normal e células trissdmicas (contendo um cromossomo 21 extra).'”

A idade materna avancada ¢ um fator de risco bem estabelecido para a sindrome
de Down e esse risco aumenta proporcionalmente com a idade. Enquanto a prevaléncia
de sindrome de Down em maes com vinte anos € de 1:1476 nascidos vivos, com trinta e
cinco anos, aumenta para 1:352 e, com cinquenta anos, para 1:25 nascidos vivos."'" Na
espécie humana, os oocitos primarios entram em meiose I entre a décima e décima

terceira semanas de gestacdo e permanecem na profase I por varios anos até a
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ovulacdo."'” Embora os mecanismos celulares e molecures que associam a idade
materna avangada com a nao disjun¢do cromossOmica ainda ndo estejam totalmente
esclarecidos, este risco pode estar associado com a perda da eficiéncia do processo
meidtico, causado, por exemplo, por defeitos na coesao das cromatides irmas ou por
degradacio de proteinas envolvidas na formacdo do fuso mitético."*'® Entretanto, o
nascimento de individuos com sindrome de Down de maes jovens sugere a existéncia de
outros fatores etioldgicos.

Estudos mostram que maes de criancas com sindrome de Down com idade
inferior a 35 anos apresentam instabilidade genOmica e aumento na frequéncia de

(15,16)

micronucleos. Os microntcleos sdao originados a partir de fragmentos de

17 ¢ sua

cromossomo ou de cromossomos inteiros perdidos durante a divisdo celular,
elevada frequéncia esta associada a suscetibilidade aumentada de danos e
malsegregacdo cromossomica.!'>'” Recente estudo também mostrou que essas maes
jovens apresentam alteracdes no padrio global de metilacio do DNA.!?

A metilacdo do DNA ¢ uma reagdo que envolve a adi¢gdo de um grupo metil
(CHs) na posicdo 5’ de residuos de citosina localizados principalmente em
dinucleotideos citosina-fosfato-guanina (CpG), sendo considerada uma importante
caracteristica epigenética que afeta a expressao génica, a estabilidade e a integridade do
DNA.®”
Metabolismo do folato e metilacio global do DNA

O folato pertence a familia de vitaminas do complexo B e ¢ encontrado em
alimentos como vegetais de folhas verdes, feijio, figado, cereais, kiwi e morango.*" A

ingestdo desse nutriente ¢ essencial para o crescimento e replicacdo celular, uma vez

que desempenha importante papel na sintese de acidos nucléicos, aminoacidos e S-
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adenosilmetionina (SAM), o principal doador de grupo metil para as reagdes de
metilacio do DNA, RNA ¢ proteinas.?” A deficiéncia de folato estd associada ao
crescimento celular anormal, alteracdes na metilacdo do DNA, aumento de mutacoes
pontuais, danos cromossémicos e aneuploidia.***¥

No figado, o folato ingerido na dieta ¢ reduzido e metilado em 5-
metiltetrahidrofolato (5-metilTHF), a principal forma circulante do folato que ¢
absorvida pelas células por meio de receptores, como, por exemplo, o RFC-1 (carreador
de folato reduzido 1), também conhecido como SLC19A1.“Y No inteiror das células, o
5-metilTHF atua como doador de grupo metil para a remetilagdo da homocisteina
(Hcy), reacao catalisada pelo complexo enzimatico MTR/MTRR (metionina
sintase/metionina sintase redutase) que produz metionina e tetrahidrofolato (THF). A
enzima MTRR ¢ responsdvel pela manutencdo do estado ativo da enzima MTR,
enquanto a enzima MTR necessita da vitamina B;,, que ¢ transportada para o interior da
clula pela enzima transcobalamina 2 (TCN2), como cofator para a reagao de
remetilagdo da Hcy.“®?” O THF, produto dessa reacdo, funciona como cofator da
sintese de acidos nucléicos e a metionina ¢ convertida em SAM, que atuard nas reagdes
de metilacao catalisadas pelas enzimas DNA metiltransferases (DNMTs). Estas enzimas
transferem o grupo metil, resultante da transformacdo do SAM em S-
adenosilhomocisteina (SAH), para citosinas localizadas, predominantemente, em
dinucleotideos CpG.“**”

Sob a acdo da enzima serina hidroximetiltransferase (SHMT), o THF
transforma-se em 5,10-metilenotetrahidrofolato (5,10-MTHF) ou pode sofrer a acdo da
enzima trifuncional metilenotetrahidrofolato desidrogenase 1 (MTHFDI), que o

converte em 10-formiltetrahidrofolato (10-formilTHF), 5,10-metiniltetrahidrofolato
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(5,10-metinilTHF) e 5,10-MTHF.®” O 5,10-MTHF ¢ transformado em 5-metilTHF,
substrato para a remetilagio da Hcy em metionina, pela a¢do da enzima
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR).®"

Outra via de remetilacdo da Hcy ¢ catalisada pela enzima betaina-homocisteina
metiltransferase (BHMT), na qual o aminoacido betaina atua como doador de grupo
metil para esta reacdo.®? A Hey pode também ser transformada em cistationina em uma
via denominada de transulfuracdo, catalisada pela enzima cistationina beta-sintase
(CBS).%Y

A enzima dihidrofolato redutase (DHFR) ¢ responsavel pela conversao de
dihidrofolato (DHF) em THF, a forma metabolicamente ativa do folato no organismo
humano.®? A enzima timidilato sintase (TYMS) catalisa a conversdo de deoxiuridina
monofosfato ({AUMP) em deoxitimidina monofosfato (dTMP), utilizando o 5,10-MTHF
como doador de grupo metil. Essa reagdo ¢ essencial para o fornecimento de
nucleotideos para a sintese e reparo do DNA.® O metabolismo do folato e suas

enzimas estao apresentados na Figura 1.



Introducdo 6

BlZ
| Membrana celular

==

Blz

DHF Metionina mmmp SAM

= 7

TYMS
THF Sy 10-formilTHF

SHMT

5,10-MTHF \ Homocisteina
MTHFR m
A [y =

5-metilTHF Cistationina
\ \RFCI
Sintese de DNA < Metilagdo do DNA

MTR B,, SAH

BHMT /

5,10-metinilTHF

5-metilTHF Membrana celular

Figura 1. Metabolismo do folato e as enzimas envolvidas. 10-formilTHF = 10-
formiltetrahidrofolato, 5-metilTHF = 5-metiltetrahidrofolato, 5,10-metinilTHF = 5,10-
metiniltetrahidrofolato, 5,10-MTHF = 5,10-metilenotetrahidrofolato, B;, = vitamina
Bi,, BHMT = betaina-homocisteina metiltransferase, CBS = cistationina beta-sintase,
CHs = grupo metil, DHF = dihidrofolato, DHFR = dihidrofolato redutase, DNMT =
DNA metiltransferases, dTMP = deoxitimidina monofosfato, dUMP = deoxiuridina
monofosfato, MTHFDI1 = metilenotetrahidrofolato desidrogenesase 1, MTHFR =
metilenotetrahidrofolato redutase, MTR = metionina sintase, MTRR = metionina sintase
redutase, RFC1 = carreadora de folato reduzido 1, SAM = S-adenosilmetionina, SAH =
S-adenosilhomocisteina, SHMT = serina hidroximetiltransferase, TCN2 =

transcobalamina 2, THF = tetrahidrofolato, TYMS = timidilato sintase.
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Estudos mostram que o metabolismo anormal do folato e, consequentemente,
falhas na metilagdo do DNA podem aumentar o risco de doengas, como canceres,
doencas cardiovasculares, defeitos de tubo neural e sindrome de Down.!*2¢3®

Em 1999, James et al.®*” publicaram o primeiro artigo que relacionava o
metabolismo anormal do folato com o risco materno para a sindrome de Down. Os
autores sugeriram que a presenca do polimorfismo MTHFR C677T poderia ser um fator
de risco para o nascimento de prole com sindrome de Down, independente da idade
materna.®” A presenca do polimorfismo MTHFR C677T prejudica a estabilidade da
enzima MTHFR e, consequentemente, reduz a sintese de SAM, causando hipometilagao
do DNA.“? A formacdo do cinetocoro, complexo DNA-proteina que garante a divisdo
precisa de cromossomos entre as células-filhas por meio da ligagdo do centromero aos
microtibulos do fuso mitdtico, depende de padrdes de metilagdo especificos e da
ligacdo de proteinas sensiveis 4 metilacdo na cromatina centromérica."**" Assim, a
presenca de polimorfimos em genes envolvidos no metabolismo do folato pode causar
hipometilagdo do DNA pericentromérico, prejudicando a formagdo do cinetdécoro e
favorecendo a ndo disjungdo cromossdmica.*”

De fato, Bozovi¢ et al."” observaram que os niveis de metilacdo das sequéncias
LINE-1, um marcador de metilacdo global do DNA, foram menores em maes de
individuos com sindrome de Down quando comparadas com maes de individuos sem a
sindrome. Sequéncias do tipo LINE (elemento nuclear intercalante longo) sao elementos
repetitivos que compreendem 15 % do genoma humano.“” Esses elementos possuem
cerca de 6 kilobases (Kb) de comprimento e sdo pobres em sequéncia GC, sendo a

familia LINE-1 a mais abundante.*** Outro tipo de sequéncia repetitiva é o elemento

nuclear intercalante curto (SINE). A principal familia de SINE ¢ a Alu, ocupando cerca
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de 10 % do genoma humano.“” As sequéncias Alu possuem comprimento de
aproximadamente 300 pares de base (pb) e sdo ricas em sequéncias GC.**® Os
elementos LINE-1 e Alu sao fortemente metilados e estima-se que mais de um ter¢o da
metilacdo do DNA ocorra nessas sequéncias.mm) Assim, a analise da metilacao de
elementos repetitivos pode servir como um marcador para a metilagao global do DNA.
Os genes MTHFR, MTRR ¢ RFCI sao os mais investigados como fatores de
risco materno para a sindrome de Down.“? Estudos mostram que mies portadoras do
polimorfismo MTHFR C677T apresentam risco aumentado de ter um filho com
sindrome de Down.*'***¥ Os genétipos MTHFR 677 CT ¢ TT em pessoas com dieta
pobre em folato apresentaram niveis de metilacao global menores em comparagdo as

pessoas com gendtipo MTHFR 677CC e dieta rica em folato,"”

reforcando a influéncia
desse polimorfismo na nao disjun¢ao do cromossomo 21.

A presenca do polimorfismo MTRR A66G foi associada com o aumento do risco

(51,54,55) (56)

de nascimento de prole com sindrome de Down e Ishikawa et al.””’ mostraram a
influéncia desse polimorfismo na hipometilagio do DNA em individuos fumantes.
Outro polimorfismo associado ao risco materno para a sindrome de Down ¢ o RFCI
A80G.®'”" O gene RFCI codifica a enzima responsavel pelo transporte de 5-metilTHF
para o interior da célula e estudo mostra que maes de individuos com sindrome de
Down portadoras do polimorfismo RFCI A80G apresentam concentragdes reduzidas de
folato sérico.®®

Outros polimorfismos em genes envolvidos no metabolismo do folato também
tem sido investigados como fatores de risco materno para a sindrome de

Down. 24039345761 3 gene TYMS apresenta um polimorfismo de repeticio em tandem

de 28 pb na regido promotora, contendo, principalmente, duas (2R) ou trés repeticdes
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(3R),® ¢ a quantidade de repeticdes afeta a expressio génica.®” Coppedé et al.*”
analizaram o polimorfismo 7TYMS repeticdo 28 pb como fator de risco materno para a
sindrome de Down na populacao italiana, mas nenhuma associagdao foi observada. Por
outro lado, neste mesmo estudo, o gendtipo combinado 7YMS 2R/2R / MTHFR 1298AC
foi associado a diminuicdo do risco de prole com sindrome de Down. Em outro estudo
que utilizou testes preditivos, Coppedé et al.”® observaram que o gendtipo TYMS
2R/3R permite discriminar maes de individuos com sindrome de Down e maes de
individuos sem a sindrome.

O gene TYMS também apresenta um polimorfismo de delegao de 6 pb na posig¢ao
1494 da regiao 3" nao traduzida, que pode alterar a estabilidade e expressao do RNAm,
influenciando, assim, a atividade da enzima TYMS.7Y Estudos que avaliaram a
influéncia do polimorfismo 7YMS 1494del6 no risco materno para a sindrome de Down
ndo observaram associacdo.’"

O gene DNMT3B contém trés polimorfismos (-149C>T, -283T>C e -579G>T)
localizados na regido promotora que podem influenciar a atividade da enzima DNMT3B
na metilacio do DNA, alterando a instabilidade centromérica.”>”> Esta enzima é
essencial para a metilagdo de sitios anteriormente ndo metilados ou hemimetilados,
processo denominado metilacdo de novo.?*’® Recentemente, Jaiswal et al.*” avaliaram
os polimorfismos DNMT3B -149C>T e -579G>T como fatores de risco materno para a
sindrome de Down e observaram um aumento da frequéncia do haplétipo T-G em maes
de individuos com sindrome de Down na populagio indiana. Na Italia, Coppedé et al.*¥
verificaram que o gendtipo DNMT3B -579GT e o gendtipo combinado DNMT3B -

149CC/-579GG foram associados com diminui¢ao do risco materno para a sindrome de
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Down. Nao ha estudos que avaliem a associacdo entre o polimorfismo DNMT3B -
283T>C e a sindrome de Down.

Considerando a importancia da metilagdio do DNA na ndo disjungao
cromossomica, a investigacdo de fatores de risco materno para a sindrome de Down

relacionados ao metabolismo do folato torna-se relevante.

1.1. OBJETIVOS

1. Detectar ¢ comparar a metilagdo global do DNA, refletida nas sequéncias
LINE-1 e Alu, entre maes de individuos com sindrome de Down e maes com filhos sem
a sindrome;

2. Avaliar a influéncia dos polimorfismos genéticos MTHFR C677T, MTHFR
A1298C, MTR A2756G, MTRR A66G, RFCI A80G, CBS 844ins68, CBS T833C, TCN2
C776G, TCN2 A67G, BHMT G742A, MTHFDI1 G1958A, DHFR del 19 pb, SHMT
C1420T, TYMS repeticdo 28 pb, TYMS 1494del6, DNMT3B -149C>T, DNMT3B -
283T>C e DNMT3B -579G>T envolvidos no metabolismo do folato, e das
concentragdes de folato, Hcy e acido metilmalonico (MMA) na metilacdo global do
DNA;

3. Investigar a contribuicao dos polimorfismos 7YMS repeticao 28 pb, TYMS
1494del6, DNMT3B -149C>T, DNMT3B -283T>C e DNMT3B -579G>T na modulacao
do risco materno para a sindrome de Down e a associacdo entre esses polimorfismos e

as concentragdes de folato sérico e Hcy e MMA plasmaticos.



