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A Sindrome de Down (SD) é causada pel a presenca de trés copias do cromossomo 21 e ocorre em 95% dos
casos como um modelo de ndo-disjuncdo cromossdmica, geralmente durante a meiose materna. Estudos
indicam que alteragdes no metabolismo do folato, e pode levar a hipometilacdo do DNA e ando-disjuncdo
cromossomica. Nesse sentido, polimorfismos genéticos que alteram enzimas envol vidas neste metabolismo
como as enzimas Metilenotetrahidrofol ato redutase (M THFR) e M etionina sintase redutase (M TRR), podem
aumentar o risco de ndo-disjungdo cromossdmica e, conseqiientemente, da SD. O objetivo deste estudo foi
investigar ospolimorfismosMTHFR C677T e A1298C e o polimorfismo MTRR A66G como fatores derisco
maternos para a SD. Foram avaliadas 50 mées de individuos com SD, portadores de trissomia livre do
cromossomo 21, e 30 mées de individuos sem a sindrome. A andlise molecular dos polimorfismos MTRR
A66GeMTHFR C677T foi realizadape atécnicade PCR-RFLP. O polimorfismo MTHFRA1298Cfoi investigado
por meio datécnicade PCR al el o-especifico. Asfrequiéncias dosal el os polimdorficosMTHFR 677T e 1298C
foram, respectivamente, de 0,31 € 0,27 no grupo caso e 0,38 e 0,35 no grupo controle. A frequiénciado aelo
MTRR 66G foi de 0,59 e 0,47 nos grupos caso e controle, respectivamente. Desse modo, ndo houve diferenca
nas frequiéncias alélicas dos polimorfismos entre os grupos. Nao houve também diferenca significativa na
distribuicdo genotipica entre os grupos. Neste estudo n&o foi possivel estabel ecer uma correlacéo entre os
polimorfismos C677T e A1298C do gene M THFR e A66G do gene MTRR e o risco materno paraasindrome
deDown.

Sindrome de Down; N&o-disjuncdo Genética; Polimorfismo Genético.

Down syndrome (DS) is caused by the presence of three copies of chromosome 21. It occursin 95% of the
casesasamodel of chromosomal nondisjunction generally during maternal meiosis. Studies suggested that
abnormal folate metabolism may lead to DNA hypomethylation and nondisjunction. In thisrespect, genetic
polymorphismsthat altersenzymesinvolved in this metabolism, such as M ethylenetetrahydrofol ate reductase
(MTHFR) e Methionine syntase reductase (MTRR), may increase the risk of chromosomal nondisjuction
and, conseguently, of the DS. The aim of this study was to investigate the MTHFR C677T and A1298C
polymorphisms, and the MTRR A66G polymorphism as a maternal risk factor for DS. Fifty mothers of
individuals with confirmed full trisomy 21, and 30 control mothers were evaluated. Molecular analysis of
MTRR A66G and MTHFR C677T polymorphisms was performed by PCR-RFLP. The MTHFR A1298C
polymorphism was evaluated using allele-specific PCR method. The frequencies of polymorphic alleles
MTHFR 677T e 1298C were 0.31 and 0.27 in the case group and 0.38 and 0.35 in the control group. The
frequency of MTRR 66G allelewas 0.59 e 0.47 in the case and control groups, respectively. Thus, there have
not been differences in alelic frequencies of polymorphisms between the groups. It was not observed
significant difference in genotypic distribution between the groups. In this study, it was not possible to
establish a correlation between MTHFR C677T and A1298C gene polymorphisms and between the A66G
polymorphismin MTRR gene and maternal risk for DS.

Down Syndrome; Genetic Nondi s unction; Genetic Polymorphism.
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Introducéo

A sindrome de Down (SD) pode ser causada por trés tipos
fundamentais de alteraces cromossdmicas: trissomia livre,
transl ocac&o e mosaicismo?. A trissomialivre, responsavel por
aproximadamente 95% dos casos de SD, é resultante de erros
durante a segregac8o cromossdmica, ha maioria dos casos,
durante a meiose materna?.

Estudosindicam que asegregacéo cromossdmicaanormal pode
ser conseqliéncia do metabolismo anormal do folato®.
Polimorfismos em genes que codificam enzimas envolvidas no
metabolismo do folato, homocisteina e nas reagbes de metilacdo
celulares estdo associados a etiologia da SD, uma vez que
participam daregulaco de S-adenosiimetionina(SAM), o maior
doador intracelular de grupos metil para reagctes de metilagéo
do DNA, proteinas e lipidios. A hipometilagdo do DNA
centromérico pode levar a erros na segregacéo cromossomica
durante adivisao celular.® Desse modo, o risco materno paraSD
relacionado ao metabolismo anormal do folato pode ser
explicado, em parte, por polimorfismos de genes que participam
desse metabolismo, como os genes Metilenotetrahidrofolato
redutase (MTHFR) e Metionina sintase redutase (M TRR)*°.
A enzimaMTHFR atua na regulacdo das reacdes de metilagcdo
celulares, catalisando a conversao do 5,10
metilenotetrahidrofol ato para 5-metiltetrahidrofol ato, aprincipal
formacirculante defolato, que € exigida paraaremetilacdo da
homocisteina para metionina. Essareag&o € importante paraa
sintese de SAM, o maior doador de metil intracel ular parareagbes
demetilacdo celulares. Um aumento nos niveisde homocisteina
e uma diminuicdo da proporcdo de SAM e S-
adenosilhomocisteina (SAH), decorrente de alteracGes no gene
MTHFR, sdo associados a hipometilagdo do DNA. Assim, a
hipometilacdo do DNA como resultado do metabolismo anormal
do folato poderia aumentar a probabilidade de néo-disjuncéo
cromossdmicat. Dois polimorfismos comuns identificados no
gene MTHFR, a substituicdo de citosina para timina no
nucleotideo 677 (C677T) e de adenina para citosina no
nucleotideo 1298 (A 1298C), resultam em diminui¢do daatividade
daenzima produzida, interferindo neste metabolismo12,

O gene MTRR apresenta-se polimarfico no nucl ectideo 66 com
substituicdo de adenina por guanina (A66G), levando a
substituicdo de isoleucina para metionina na proteina
produzida®>*s. A enzimaMTRR éresponsavel pelamanutencao
do estado ativo daenzimaMetioninaSintase (MTR). A enzima
MTR catalisaaremetilacdo dahomocisteina parametionina por
reacdes em que a metilcob(l11)alamina atua como um doador
intermediario de metil. Nessareacéo, atransferénciado grupo
metil da metilcob(lll)alamina resulta na formagéo de
cob(l)alamina altamente reativa, a qual torna-se oxidada em
cob(ll)alamina, resultando na inativagdo da enzima MTR?,
Assim, aenzima MTRR desempenha um papel importante na
determinacdo da quantidade de metionina disponivel para as
reacOes de metilac&o celulares.

Baseado nas evidéncias de que o metabolismo anormal do folato
pode levar a hipometilacdo do DNA e conseqliente segregacéo
anormal, este estudo investigou os polimorfismos C677T e
A1298C do geneMTHFR e o polimorfismo A66G do geneMTRR
como fatores de risco maternos paraa SD.

CasuisticaeMétodo

De acordo com Normas Regulamentares de Pesquisaem Seres
Humanos, Resolugdo 196/96 do Ministério da Saude, este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto/SP, CEP —
FAMERP e pelaComissao Nacional em Pesquisade BrasilialDF
—CONEPR

Foram incluidas neste estudo 50 mées de pacientes com SD
portadores detrissomialivre do cromossomo 21 (grupo caso) e
30 mées com filhos sem SD (grupo controle). A médiadeidade
maternado grupo caso foi 31,3 + 8 anos, e do grupo controle de
28 + 6 anos. Em relacdo a etnia, as freqiiéncias foram de 40%
caucasoides e 60% nao-caucasbides para grupo caso e 56,7%
caucasoides e 43,3% néo-caucasbides para 0 grupo controle
(P=0,1704). A classificacdo em etniasfoi feita de acordo com
Arruda et a. ¥ que considera caucasoides os individuos sem
miscigenacdo conhecida nas trés geracdes antecedentes ao
individuo de estudo. O grupo de néo-caucasdides é composto
por individuos classificados como negros, pardos ou orientais.
ParaAnédlisemolecular, o DNA foi extraido apartir deleucdcitos
do sangue periférico, segundo Abdel Rahman et al.’®. A
investigacdo dos polimorfismosMTHFR C677T e MTRR A66G
foi redlizadapor meio datécnicade PCR-RFLP (Polymerase Chain
Reaction — Restriction Fragment Lenght Polymorphism),
utilizando-se as enzimas Hinf | ° e Nde | %, respectivamente,
para reconhecimento dos sitios polimorficos. A anélise do
polimorfismo MTHFR A1298C foi realizada pelatécnicade PCR
alelo-especifico apartir de modificagdes dametodol ogiadescrita
por Ranjith et al.?. Os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida 6% (MTHFR C677T e
A1298C) egel deagarose 2,5% (MTRR A66G).

A andlise estetistica foi realizada utilizando-se o teste do qui-
guadrado, com nivel designificancia< 0,05.

Resultados

OadeopolimérficoMTHFR 677T apresentou freqiiénciade 0,31
€0,38,eo0adelo MTHFR 1298C de 0,27 €0,35 nosgrupos caso e
controle, respectivamente. A freqiiénciado alelo MTRR 66G foi
de e 0,49 no grupo caso e 0,46 no grupo controle. Desse modo,
ndo houve diferencanasfreqiiéncias alélicas dos polimorfismos
estudados entre os grupos (P=0,743 para MTRR 66; P=0,389
paraMTHFR 677; P=0,291 paraM THFR 1298). A distribui¢éo
genotipica para os polimorfismos MTHFR e MTRR esta
apresentada na Tabela 1. N&o houve diferenca significativa na
distribui¢do genotipica para os polimorfismos entre os grupos
(P=0,497 paraM THFR C677T; P= 0,484 paraM THFRA1298C;
P = 0,442 para MTRR A66G). A andlise dos gendtipos
combinados para os trés genes também néo revelou diferenca
estati sticamente significativamente (P = 0,613) entre os grupos.

Discusséo

S8o muitos os fatores de risco j& estudados paratentar explicar
a etiologia da ndo-disjun¢éo cromossdmica que resulta na
trissomialivre do cromossomo 21 e, conseqiientemente, na SD.
O metabolismo anormal do folato tem sido mais recentemente
investigado, e estudos apontam para o papel de polimorfismos
em algunsgenes, taiscomo MTHFR, MTRR, Metioninasintase
(MTR) e Cistationinabeta-sintase (CBS) como fatores de risco
paraaSD?10.23.2425 Tgjsestudosforam realizados em popul agoes
de diferentes areas geogréficas, produzindo resultados
distintos.
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As divergéncias nos dados obtidos podem ser explicadas por
diferencas na condigdo nutricional e pelas caracteristicas
genéticas das popul agles estudadas®, uma vez que o impacto
metabdlico de polimorfismos em genes que atuam no
metabolismo do folato pode ser neutralizado pelaaltaingestéo
de folato”132728,

O polimorfismo C677T no geneMTHFR jafoi identificado como
fator de risco paraa SD em diversos estudos*%1°%, Entretanto,
essa relacdo ndo esta bem estabelecida, uma vez que outros
estudos ndo evidenciam tal associagdo 8?27, Além disso, 0
polimorfismo MTHFR C677T néo foi associado anéo-diguncao
de outros cromossomos (2, 7, 10, 13, 14, 15, 16, 18 e 22) no
estudo de Hassold e colaboradores®, que mostrou associagao
significativasomente paraatrissomiado 18.

O aelo polimérfico MTHFR 1298C apresentou freqiiéncia
significativamente elevadaem mées de individuos com SD em
uma amostra da india, em relagio ao grupo controle®. A
comparacdo de proporcdes dos heterozigotos para ambas as
alteracdes no gene MTHFR (C677T e A1298C) em relagéo as
outras combinacdes de alel os também revel ou umafrequéncia
significativa do heterozigoto composto (677CT/1298AC) em
maes de SD em relagdo ao grupo controle?®, o que néo foi
observado em nosso estudo. Uma possivel explicagéo para
nossos achados é o tamanho da casuistica, pois estima-se que
aproximadamente 15 a 20% da populacdo é duplamente
heterozigota (677CT / 1298AC)®, dificultando a detecgéo de
diferencas nas freqiiéncias dos alelos polimorficos entre os
grupos.

Algunsautoresrel ataram afreqiiénciaelevadado polimorfismo
66G do gene MTRR em mées de pacientes com SD em relac&o
a0 grupo controle>™8, enquanto outros ndo. ° Embora o estudo
de da Silvaet al.° realizado na popul agéo brasileira, ndo tenha
demonstrado diferencanafrequiénciaal élicaparao polimorfismo
MTRR A66G, este polimorfismo foi associado ao risco aumentado
para a SD quando combinado a alelos polimarficos de outros
genes envolvidos no metabolismo do folato. Essa associacéo
também foi observada em populagdo nao brasileira’.

Em nosso estudo, ndo foi observada relacdo entre os
polimorfismosdosgenesMTHFR e MTRR eorisco paraaSD,
uma vez que houve semelhanca nas freqiiéncias alélicas e
genotipicas entre 0s grupos (caso e controle). Uma possivel
explicacdo paranossos achados é a casuisticareduzida; assim,
arealizagdo dagenotipagem destes polimorfismos em casuistica
maior podera proporcionar uma melhor compreens&o de seu
papel naetiologiada SD.
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Tabela 1 - Distribuicdo genotipica dos polimorfismos MTHFR C677T e
A1298C e MTRR AB6G entre 0s grupos de ma~es caso (n=50) e
controle (n=30).

M &es caso M &es controle
N° % No %
MTHFR C677T
CcC 22 44 11 36,7
CT 25 50 15 50
T 3 6 4 13,3
MTHFR A1298C
AA 26 52 13 43,3
AC 21 42 13 43,3
CcC 3 6 4 133
MTRR A66G
AA 9 18 5 16,7
AG 33 66 23 76,7
GG 8 16 2 6,7
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