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RESUMO



As aberracdes cromossémicas, principalmente aneuploidias, s&o de grande interesse clinico,
j& que sdo responséaveis por sindromes clinicamente importantes, perdas gestacionais e tém
relagdio com a patogenia do céncer. Os processos que ddo origem a elas sfo a ndo-disjungio
ou perda cromossOmica durante a divisdio celular. Muitos esforgos tém sido realizados para
encontrar fatores que influenciam na taxa de nfo-disjungdo. Estudos recentes tém
demonstrado que o padriio de metilagdo do DNA est ligado a instabilidade cromossémica.
O metabolismo do folato estd relacionado a metilagdio do DNA. Nesse estudo foi
determinada a freqiiéncia de polimorfismos dos genes que codificam enzimas que
participam do metabolismo do folato em casais que apresentavam gestacdes com
aberragbes cromossOmicas como trissomias do 13, 18 e 21, monossomia do X e outras
aneploidias (n=63) e num grupo controle (n=67). Os polimorfismos estudados foram
677C—T e 1298A—C (MTHFR), 1278T, G307S e 844ins68 (CBS) e 5'UTR# (TYMS). O
método utilizado foi PCR seguida de digestio com enzimas de restrigdo, quando necessario.
Foi encontrada uma associacdo significativa entre o gendtipo paterno 6771/1298C do gene
MTHFR e o surgimento das aberragdes cromossdmicas (p<0,001), bem como uma
mfluéncia significativa do gendtipo 2R/2R do gene TYMS como fator de protecio em
variantes patogénicas da MTHFR (p=0,04) e CBS (p=0,04), entre mies. Foi encontrada
também uma associagdo do gendtipo materno 2R/3R do gene TYMS com o surgimento de
aneuploidias (p=0,04). Esse genétipo parece estar associado a um aumento de 3,2 vezes no

risco de desenvolvimento de aneuploidias.
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ABSTRACT



Chromosomal aberrations, mainly aneuploidies, are of clinical interest, since they are
responsible for clinical important syndromes, fetal loss and for the relationship with cancer
pathogeny. The process that gives rise to aneuploidy is the non-disjunction and
chromosomic loss during cell division. Recent reports have shown that methylation pattern
is involved in chromosomal abnormalities. Folate metabolism is related with DNA
methylation. In this research, the frequency of polymorphisms in genes that encodes
enzymes of the folate metabolism was determined in couples with embryo with
chromosomal abnormalities like trisomies 13, 18 and 21, monosomy X and and in other
aneuploydies (7=63) and in a control group (n=67). The polymorphisms investigated were
677C—T e 1298A—C (MTHFR), 1278T, G307S and 844ins68 (CBS) and 5UTRsr
(TYMS). The method used was PCR follow by restriction enzyme digestion, when
necessary. A significant association was detected between paternal 677T/1298C genotype
of MTHFR and the origin of chromosomal aberrations (p<0.001), as well as a significative
influence of TYMS genotype 2R/2R as protection factor in pathogenic maternal variants of
MTHER (p=0.04) and CBS (p=0.04). An association of maternal genotype 2R/3R with
aneploydy was also found (p=0.04). This genotype seems to be associated with an increase
of 3.2 fold in the risk of aneuploydy development.

Abstract
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1.1 - ABERRACOES CROMOSSOMICAS

As aberragfes cromossOmicas constituem uma categoria importante das
doengas gencticas, sendo responsdveis por uma grande proporgio de malformacGes
congénitas e retardamento metal, além de desempenhar papel importante na patogenia do
céncer (THOMPSON et al., 1993). Sdo classificadas em numéricas, quando existe uma
diferenca no niimero normal de cromossomos, ou estruturais, caracterizadas por apresentar

alteragbes na estrutura do cromossomo (translocagdes, delegdes, insergdes).

As aberragbes numéricas sdo as mais freqiientes entre abortos espontineos,
sendo representadas pelas aneuploidias, que correspondem a uma mudanca no nitmero de
cromossomos na célula resultantes de ganho ou perda de um ou mais cromossomos durante
a divisdo celular e pelas poliploidias, caracterizadas por apresentar miiltiplos do mimero
hapléide de cromossomos (KIRSCH-VOLDERS et al., 2002). As aneuploidias sio as mais
comuns, ocorrendo em cerca de 50% dos abortos cromossomicamente anormais, 25% de
todos os abortos € aproximadamente 4% de todas as gestagfes clinicamente reconhecidas
(BOUE et al, 1985; HASSOLD e JACOBS, 1984). Em células sométicas, as aneuploidias
estdio  associadas ao  desenvolvimento de muitas formas de  cancer
(FEARON e VOGELSTEIN, 1990; CAVENEE et al,, 1991).

Algumas frissomias autossdmicas e alteragdes numéricas dos cromossomos
sexuais s§o também a causa de sindromes clinicamente importantes. A monossomia do X,
que leva a Sindrome de Turner, constitui um dos cari6tipos mais freqilientes entre os abortos
espontineos, sendo responsavel por cerca de 9% de todos os abortos e entre 15 e 25%
daqueles que apresentam caribtipo anormal (CREASY et al, 1976; HASSOLD, 19806;
CAVALCANTI, 1986). Em nativivos, caracteriza-se classicamente por um fenétipo
feminino associado & baixa estatura, infantilismo sexual com amenorréia primaria e
esterilidade. Dentre outras aneuploidias freqiientes, esta a trissomia livre do cromossomo
21, uma das principais causas da Sindrome de Down (95%), que representa o distirbio
citogenético mais freqliente responsavel por retardo metal moderado. Tem também grande
importdncia em perdas gestacionais prematuras: estima-se que | em cada 150 conceptos
apresente trissomia do 21 e que ao redor de 80% deles sfo perdidos no comeco da gestagio
(BOUE et al,, 1975; HASSOLD e JACOBS, 1984; FREEMAN et al., 1961). As trissomias
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do cromossomo 13 e 18, relacionadas as sindromes cromoss6émicas de Patau e Edwards
respectivamente, sdo também de grande importéncia clinica, apresentando geralmente uma
sobrevida pés-natal muito baixa (THOMPSON et al., 1993).

Existem dois processos classicos que levam as aneuploidias: a nie-disjuncio,
que causa uma segregacdo aberrante durante a divisfio celular ¢ a perda cromossdémica
ocasionada por atraso cromossdmico, durante a separagio na  andfase
(KIRSCH-VOLDERS et al, 2002). Assim, a causa mecénica que leva a cariétipos
aneuploides ja estd bem estabelecida, mas pouco se sabe sobre mecanismos moleculares

que possam estar associados a esse processo.

Muitas contribuigSes a respeito da origem do cromossomo extra em diversas
trissomias foram geradas por estudos que utilizaram marcadores polimérficos. Esse método
demonstrou que a nfo-disjun¢io materna € a causa mais comum das trissomias, ocorrendo
com o dobro de freqiincia durante a meiose I, quando comparada a meiose I
(ABRUZZO e HASSOLD, 1995). Um fator fortemente associado 4 ndo-disjungiio
cromossdmica ¢ a idade materna avangada. Entretanto, como na reprodugfio predomina a
fragdo jovem da populagio, apenas 5 a 8% dos casos de nascimentos com aberracGes
cromossdmicas acontece entre mées com idade superior aos 30 anos, sendo portanto, a
maior parte dos casos de causa pouco conhecida (HOOK, 1982; HOOK et al., 1983).

Baseados na alta freqiiéncia de aberragdes que envolvem cromossomos com
regido heterocromdtica polimérfica, MEULENBROEK e GERAEDTS (1982) sugeriram
uma possivel relagdo causal entre a presenca desses polimorfismos e a ocorréncia da
ndo-disjuncdo. De fato, estudos tém associado o padrio de metilagio do DNA nessas
regibes & instabilidade cromossémica (LEYTON et al, 1995; MINIOU et al, 1997;
HANSEN et al., 1999; XU et al.,1999; VIG e HALLET, 2000) .

1.2 - METILACAO DO DNA

A metilagio do DNA em mamiferos é uma modificacio pos-replicaciio onde
grupos metil (CHs) se ligam predominantemente & posi¢do 5” de citosinas da seqiiéncia
dinucleotidica CpG (FRISO et al, 2002; JAENISCH e BIRD, 2003). E chamada de
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caracteristica epigenética (fora da genética convencional), j& que sdo modificagdes
hereditdrias que nfo dependem de nmudangas na seqliéncia do DNA
(STRACHAN e READ, 2002a; JAENISCH e BIRD, 2003).

Est4 envolvida em dois processos importantes: na inativa¢iio génica, uma vez
que as regides promotoras sfc ricas em dinucleotideos CpG (CEDAR, 1988) e nas
medificacbes na estrutura da cromatina (NAN et al, 1996; NAN et al; 1998;
JONES et al., 1998).

O centrOmero € requerido para assegurar a distribuigBo egiiitativa dos
cromossomos replicados, as células filhas (KARPEN e ALLSHIRE, 1997). A estrutura
secundaria da heterocromatina pericentromérica, nas seqiiéncias-satélite repetitivas, esta
envolvida nma ligacdio de proteinas ao DNA e na coesfo entre cromatides irmis
(RENAULD e GASSER, 1997; CLARKE, 1998; COBB et al, 1999), portanto é uma
estrutura de fundamental importincia durante a divisio celular. Essas regides sfo
geralmente metiladas e proteinas como a MeCP2 se ligam a esses grupos metil num
complexo com histonas-desacetilases, resultando numa desacetilagdo local e consegiiente
condensacio da cromatina (NAN et al., 1996; NAN et al; 1998; JONES et al., 1998).
Recentes evidéncias ligando a metilagdio do DNA com a desacetilagfio das histonas e a
condensacfio da cromatina dfio suporte a possibilidade de o padrio de metilacio do DNA
estar ligado a alteracGes epigenéticas na cromatina, requeridas para uma segregacio
cromossomica normal (BESTOR e TYCKO, 1996; GREWAL et al.,, 1998; VIG, 1998).

Estudos clinicos e experimentais tém mostrado que a metilagio do DNA
pericentromérico € necessdria para a  segregacdo cromossOmica normal
(HOBBS et al., 2000). Por exemplo, uma desordem autossdmica rara, a sindrome ICF, cujo
fendtipo ¢ imunodeficiéncia, instabilidade centromérica e anomalias faciais, caracteriza-se
por hipometilagio do DNA pericentromérico (JI et al, 1997) e segregacdo anormal
(JEANPIERRE et al., 1993). Essa sindrome ¢ causada por uma mutagdio no gene que
codifica uma metil-transferase (DNMT3B), enzima responsavel pela transferéncia de grupos
metil ac DNA, ¢ da suporte a uma associag@io causal entre a hipometilagiio do DNA, a
descondensagio pericentromérica e a segregacdo anormal dos cromossomos

(HANSEN et al., 1999; XU et al., 1999).
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Outra evidéncia da associagfio entre o padriio de metilagdo do DNA e a
instabilidade cromossémica vem de estudos realizados com a 5-azacitidina, um potente
agente desmetilador. Culturas de células tratadas com esse agente apresentam
descondensagéo pericentromérica ¢ frequentes erros de segregagiio durante a divisdo celular
(LEYTON et al., 1995; VIG e HALLET, 2000).

Aneuploidias ¢ instabilidades cromossGmicas estdo presentes na maior parte
dos cénceres humanos e cada vez mais estudos tém relacionado essa instabilidade &
extensdo da hipometilagio do DNA (VILAIN et al., 1999; EADS et al., 2001).

Esses dados sugerem fortemente que a metilagiio do DNA ¢ um pré-requisito

essencial para a segregacio cromossdmica normal (HOBBS et al., 2000).

1. 3- METABOLISMO DO FOLATO E A METILACAO DO DNA

O metabolismo do folato estd envolvido em dois processos importantes: a
sintese ¢ a metilacio do DNA (Figura 1). Para que esses processos acontecam de forma
eficiente, € necessario que o suprimento de 4cido folico seja adequado e que as enzimas que

participam das etapas bioquimicas estejam em perfeito funcionamento.
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Acido Félico

Metil-transferases l
AdoMet
f DHF
SAH Metionina
K THF

Cistationina . N
A, l Clstotioninase S5-metilTHF 5,10-metilenoTHF  gqump

Cisteina U

Figura 1 - Esquema do metabelismo do folato.

O écido folico é uma vitamina essencial ja que deve ser adquirida através da
dieta, sendo encontrada em carnes e vegetais, principalmente os de folhas verdes
{MONTGOMERY et al., 1996). Apos a absorciio, o acido folico é rapidamente reduzido
para dar origem primeiro ao &4cido 7,8-dihidrofélico (DHF) e em seguida ao 4cido
tetrahidrofélico (THF) reduzide nas posicBes 5, 6, 7 e 8, que atua como aceptor de vérias
unidades monocarbdnicas que se ligam preferencialmente nas posicées 5 e 10, formando o
5,10-metileno THF (COOMES, 1998).

O 4cido félico normalmente se encontra associado 3 vitamina By no
metabolismo intracelular. Essa vitamina, também conhecida como cobalamina, apresenta-
s¢ em duas formas de coepzimas ativas: a metilcobalamina (CH3;Bp;3) e a
desoxiadenosilcobalamina (CHANEY, 1998), porém ¢ a metilcobalamina que desempenha

papel importante no metabolismo do folato e conseqlientemente na metilagfio do DNA.
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O padrdo de metilagio do DNA na célula ¢ estabelecido e mantido por DNA
metil-transferases (CLARK et al, 1995; OKANO et al, 1999; BESTOR, 2000;
VILKAITIS et al., 2001) que utilizam a S-adenosil -L- metionina (AdoMet) como doadora
de grupos metil (BESTOR, 2000). A maior fonte desses grupos utilizada pela AdoMet para
as reagSes de metilagiio € a sintese de novo de unidades de um carbono, garantida pelo
metabolismo do folato (SELHUB, 1999).

Como mostra a Figura 1, a AdoMet tem como precursora a metionina (Met)
que, por sua vez, ¢ obtida a partir da remetilagio da homocisteina (Hci). Duas enzimas
especificas estdo envolvidas diretamente nesse processo: a metionina sintetase (MTR),
que usa 0 5-metilTHF como doador de metil para a remetilagdio da Hei a Met, e a
metilenatetralﬁdrefolato redutase (MTHFR), considerada uma enzima chave no
metabolismo do folato, que disponibiliza o 5-metilTHF utilizado na reacfio supracitada a
partir da conversdo irreversivel do 5,10-metilenoTHF (FRISO et al., 2002).

A metionina sintetase redutase (MTRR) ¢ a enzima que mantém a MTR no
estado ativo e por isso € de grande importincia no metabolismo. Isso acontece porque a
cobalamina, cofator da MTR que tem papel essencial na reagdio de transferéncia do grupo
metil agindo como um carregador intermedidric entre o S-metiiTHF e a Hei
(FENTON e ROSENBERG, 1995; ROSENBLATT, 1995), torna-se oxidada, levando a
inatividade da MTR. A regeneracio dessa enzima ¢ obtida por um sistema complexo de
oxi-redugfic dependente de NADPH catalisado pela MTRR (VILASECA et al., 2003).

A disponibilidade do 5-metilTHF garantida pela reacfio catalisada pela MTHFR
¢, portanto, fundamental para garantir o sucesso do processo de metilaclic. A enzima
timidilato sintetase (TYMS), que est4 envolvida na sintese de desoxitimidina necessaria
para sintese ¢ reparc do DNA (BROWN et al., 2004; RAHMAN et al., 2004), compete com
a MTHFR pelo substrato 5,10-metilenoTHF (Figura 1). Portanto alteragdes nas atividades
dessas enzimas (MTHER e TYMS), bem como na obtengfio de folato pela dieta, afetam os
niveis de 5-metilTHF e Hei plasmaticos (ROSENBLATT, 1999; FRISO et al, 2002;
JAMES et al., 2002; TRINH et al., 2002).
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Além da 6ébvia influéncia de variagdes da concentragio de 5-metilTHF no
metabolismo, o aumento de Hci no plasma est4 também ligado a2 hipometilacio do DNA
(JACOB et al., 1998; RAMPERSAUD et al., 1999) . A Hci € obtida a partir da hidrélise da
S-adenosithomocisteina (SAH), através de uma reagio reversivel (Figura 1). Embora o
equilibrio dindmico das reacdes favorega fortemente a formagiio de SAH, a constante
remogdo da Hci do plasma, leva a sintese predominante da Hci (FINKELSTEIN, 1998).
Contudo, 0 aumento dessa molécula provocada por uma falha no processo remogdo, leva a
uma formacdo preferencial de SAH, que tem uma alta afinidade de ligagio com a regido
catalitica da maioria das metil-transferases que agem sobre a AdoMet, inibindo dessa
forma, o processo de metilagdo (HOFFMAN et al., 1980; JAMES et al., 2002).

Como mostra a Figura 1, a homocistefna plasmatica é removida de duas formas:
por remetilagdo a metionina, catalisada pela MTR e com participagio indireta da MTRR e
MTHFR, ou por transulfuracio a cisteina, reagdo que precisa numa etapa inicial da enzima

cistationina B-sintetase (CBS) dependente de vitamina Bq.

Portanto existe uma forte interagfio gene-gene, gene-ambiente que regulam o
metabolismo do folato. Deficiéncias cronicas em nutrientes como folato, vitamina B¢ e
vitamina By, bem como polimorfismos que prejudicam o funcionamento de enzimas como
MTHFR, MTRR, MIR, TYMS e CBS, podem independentemente ou interativamente
desregular o funcionamento normal do metabolismo e aumentar os niveis de Hci, bem

como alterar a extensfio da metilacdo do DNA.

1.4 - ASPECTOS GENETICOS
1.4.1 - MTHFR

O gene que codifica a enzima MTHFR foi mapeado por GOYETTE et al
(1994), se localiza na regifio 1p36.3 e é composto por 11 exons (GOYETTE, 19938). A
proteina composta de 656 aminoéacidos é um homodimero ¢ apresenta um peso molecular
de aproximadamente 150KDa. Possui dois dominios espacialmente distintos: um dominio
amino-terminal catalitico dependente de FAD e um dominio carboxi-terminal que contém o
sitio de ligagdo para a AdoMet (SUMMER et al., 1986).
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O gene MTHFR possui diversas varianies alélicas e algumas delas estdo
detalhadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Algumas variantes alélicas do gene MTHFR.

MUTACAQ MUBANFA DE SITIO DE RESTRICAO Referéncia:
AMINOACIDO ALTERADCO

482G—A ARGIS8GLN Pstl GOYETTE et al,, 1994
559C-T ARGI84TER Foki GOYETTE et al., 1994
67TIC—-T ALA222VAL Hinfl FROSST et al.,1995
983A—G ASN324SER KLUIJTMANS et al 1998
1027T—G TRP339GLY KLULITMANS ¢t al.,1998
1081C—T ARG~CYS Hhal TONETTI et al., 2000
1084C—T ARG-TER KLULITMANS et al., 1998
1298A-C GLU429ALA Mboll VAN DER PUT et 21,1998
1NIC—-T ARG—TER KLUIJTMANS et al., 1998
1735G—A MET38IILE SELZER et al.,, 2003

Em negrito, as variantes alélicas utilizadas nessa pesquisa.

Dentre as variantes descritas do gene M7HFR, as principais e mais estudadas
sdo a substitui¢do de uma citosina por uma timina na posiciio 677 do transcrito (677C—T),
levando a substituicdo de uma alanina por uma valina na posicio 222 da proteina
(FROSST et al.,, 1995) e a substituigiio de uma adenina por uma citosina na posigio 1298
do transcrito (1298A—C), levando a troca de um 4cido glutdmico por uma alanina, na
posicio 429 na proteina (VAN DER PUT et al., 1998).

Ensaios realizados ‘in vitro’ demonstram que a variante polimorfica 677T leva
a producic de uma enzima  termoldbil com  atividade  reduzida
(FROSST et al., 1995; VAN DER PUT et al., 1998). Individuos heterozigotos apresentam

uma reducéo de 35%, enquanto homozigotos parz o polimorfismo apresentam redugso de
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70% na atividade enzimatica (FROSST et al., 1995). Com relagdio 4 associacdo com os
niveis plasmaticos de Hei, individuos homozigotos 677T apresentam concentracdo duas
vezes  superior 4 observada em  individuos com outros  genétipos
(VAN DER PUT et al, 1995; VAN DER PUT et al, 1996). FRISO et al. (2002)
encontraram também uma diminuicdo significativa da metilagio do DNA (metil-citosinas),
em individuos homozigotos 677T, quando comparado a outros genétipos, em caso de dieta

pobre em folato.

O polimorfismo 1298A—C, também estd associado & reduciio de atividade da
MTHFR, mais pronunciada em homozigotos que em heterozigotos. Porém ensaios

ralizados ‘in vitre’ ndo associam essa variante ao surgimento de uma enzima termolébil.

A ocorréncia de nascimento de criangas com sindrome de Down (SD) tem sido
ligada a enzimas que fazem parte do metabolismo do folato (JAMES et al., 1999; HOOBS
et al., 2000). Alteragdes nos genes que codificam essas enzimas resultam, na maioria das
vezes em diminuigfio da concentragio de metionina e aumento nos niveis plasmaticos de
Hci, dois fatores que individualmente e interativamente levam a deficiéncia na metilagfio do
DNA (Segio 1.3). Recentemente JAMES et al. (1999) demonstraram que devido a essa
deficiéncia enzimatica existe um aumento de risco para nascimento de criangas com
sindrome de Down. Nesse estudo, foi determinada a freqiiéncia da variante 677T da enzima
MTHEFR entre mées de criancas com SD e num grupo controle ¢ a diferenca encontrada foi
estatisticamente significativa, identificando, portanto esse polimorfismo como fator de risco
adicional para nfo-disjungfic meidtica. Posteriormente, HOBBS et al. (2000) expandiram os
estudos desenvolvidos por JAMES et al. (1999), reavaliando essa associagfio e analisando
uma segunda enzima, a MTRR. O polimorfismo estudado, foi a substituigio de uma
adenina por uma guanina no nucleotideo 66, que resulta na substituiciio de uma isoleucina
por uma metionina, descrito por WILSON et al. (1999). Foi encontrado um aumento
significativo de homozigotos 66G entre mies de criancas com SD. A associacdo entre o
genétipo heterozigoto composto 6771/1298C do gene MTHFR e o aparecimento de
gestagOes com SD também ja foi encontrada por GRILLO et al. (2002) (p< 0,001). Nesse
estudo realizado na regifio de Campinas foram analisadas 36 mies de individuos SD para os
polimorfismos 677C—T e 1298A—C e as freqiiéncias encontradas foram comparadas com
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200 individuos controles. Foi verificada uma proporgdo alélica significativamente diferente
(p< 0,02), devida a um aumento na freqiiéncia das variantes polimodrficas entre as mies de
criancas com SD (p< 0,01).

Juntos, estes trabalhos evidenciam a existéncia de um componente genético na
nfo-disjungdo humana que, se confirmado, representa o primeiro contribuinte genético
associado & segregacdio meiltica incorreta de cromossomos na espécie humana
(HASSOLD et al., 2001). Para verificar se essa associacfo se limitava 4 nfo-disjungdo do
cromossomo 21, HASSOLD et al. (2001) testaram a fregiiéncia dos polimorfismos
677C—T do gene MTHFR e 66A—G do gene MTRR em trissomias dos cromossomos
sexuais (47,XXX/47.XXY) e trissomias de cromossomos  autossOmicos
(nos cromossomos 2, 7, 10, 13, 14, 15, 16, 18 e 22). Ap6s comparar a distribuicio destes
gendtipos, os autores encontraram um aumento significativo da variante 677T no gene da
MTHFR entre mies de conceptos com trissomia do 18, e ndo encontraram nenhuma outra
associagdo denfre as trissomias analisadas. No entanto, estudos subsegiientes ndo
encontraram essa relacio (PETERSEN et al., 2001; CHADEFAUX-VEKEMAN et al,,
2002; O’LEARY et al., 2002; STUIPPIA et al,, 2002).

1.4.2 - CBS

O gene que codifica 2 enzima CBS, se localiza no cromossomo 21 na regifio
21g22.3 (SKOVBY et al, 1984; MUNKE et al,, 1985; MUNKE et al., 1988). Possui 23
exons, com tamanhos entre 42 € 299pb (KRAUSS et al., 1998).

AlteragSes no gene CBS estdo relacionadas a duas anomalias até o momento
descritas: a deficiéncia homozigotica ¢é causa cldssica de homocisteinmiria
(MUDD et al., 1995); a deficiéncia heterozigética esta envolvida em hiperhomocisteinemia
(CLARKE et al,, 1991; BOUSHEY et al., 1995).

O aumento de Hci plasmaético esta associado a uma série de fendtipos, como ac
aumento do risco de doengas cardiovasculares precoces (CHRISTENSEN et al,, 1997),
céancer de colon (LEVINE et al., 2000), malformacdes (ESKES, 1998; JAMES et al., 1999),
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abortos recorrentes (HOLMES et al, 1999), desmielizagio do sistema nervoso central
(SURTEES, 1998), doencas neuropsiquidtricas (BOTTIGLIERI, 1996; ARINAMI et al.;
1997) e recentemente tem mostrado relacio com a hipometilagio do DNA
(HOFFMAN et al., 1980; JAMES et al., 2002).

A maior parte das mutacdes nesse gene ¢ de sentido trocado, levando 2

substituiciio de aminodcido. Algumas variantes alélicas estio descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Variantes alélicas freqtientes do gene CBS.

MUTACOES MUDANCA DE AMINOACIDO  EXON REFERENCIAS
341 C—T AT14V 3 KOZICH et al., 1993
374 G—A GI25A 3 SEBASTIO et al., 1995

374 G—A +393 G—C R125Q +E131D 3 MARBLE et al., 1994

434 C—T P145L 3 KOZICH et al., 1993

T833C (1278T) (1278T) 8 KOZICH ¢ KRAUS, 1992
844ins68 . 8 SEBASTIO et al., 1995

G919A G307S 8 HU et al., 1993

Em negrito, as variantes alélicas utilizadas nessa pesquisa.

Duas muta¢Ses sdo conhecidas como mais fregiientes entre pacientes com
homocisteindria: a substituicio de uma timina por uma citosina na posicdo 833 do
transcrito, levando a troca de uma isoleucina por uma treonina no cédon 278 (278T) e a
substituicdo de uma guanina por uma adenina na posi¢io 919 do transcrito, levando 3 troca
de uma glicina por uma serina no cédon 307 (G307S) (HU et al,, 1993; TSAI et al., 1996).
Juntas, essas mutagSes representam cerca de 40% de todos os alelos mutantes da CBS
{MEIER et al., 2001).

A CBS humana possui um grupo heme que estd relacionado a ligaciio com
piridoxal 5” fosfato (PLP) (KERY et al, 1999). JANOSIK et al (2001) publicaram

observacdes sugerindo que a inabilidade de reconhecimento desse grupo, pode prejudicar a
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formaco da estrutura de tetrdmero da CBS, podendo ser esse o defeito primério que leva a
hiperhomocisteinemia. Cinco muta¢des estfio localizadas préximas ou no sftio heme
(R58W, H65R, R224H, A226T e R266G/K), oito mutagBes afetam a regifio do sitio ativo
da CBS que se liga ao cofator PLP (G148R, N228K, T257M, G259S, E302K, G305R,
G307S e T353M) e seis mutagbes estio na interface do  dimero
(P88S, A114V, GI16R, 1152M, E176K e V180A). A maioria dessas mutacdes afeta a
atividade da enzima através da desestabilizaco na estrutura da proteina.

Em um estudo realizado com um grupo de pacientes com doengas corondrias
prematuras, TSAI et al. (1996) encontraram um aumento na freqiiéncia de uma inserciio de
68pb na regido codificadora do exon 8. Este polimorfismo (844ins68) foi descrito
anteriormente por SEBASTIO et al. (1995) que assumiu que essa insercdo introduzia um
codon de parada prematuro que resultaria em uma CBS nfo funcional, levando desta forma,
ao aumento de Hci no plasma. Por outro lado, TSAI et al. (1996) descobriram que essa
insergdo cria um sitio de ‘splicing’ alternativo que elimina nfio sé a seqiiéncia inserida,
como também uma mutagdo muito grave que geralmente esta associada em ¢is com essa
inser¢&o, a 1278T, conferindo a este polimorfismo, uma ag¢@io corretora que garantiria os
niveis de Hei. Dessa forma existe uma contradi¢@io sobre o papel desse polimorfismo na

concentragio plasmatica de Hei.

1.43 - TYMS

O gene que codifica a enzima TYMS foi mapeado por TAKEISHI et al. (1985),
de uma biblioteca de cDNA de fibroblastos humanos. A proteina de 313 aminoacidos
apresenta um peso molecular de aproximadamente 35,7 KDa. Foram identificados dois
sinais de poliadenilagfio que dfo origem a duas formas de RN A mensageiro: de 1,6 ¢ 1,4 kb
(TAKEISHI et al., 1985). O gene TYMS localiza-se no cromossomo 18 na regifio 18p11.32
(HORI et al.,, 1990). Na regido 5" nfio traduzida (5"UTR - 5 untranslated region), existe
um polimorfismo de repeticio em tandem de 28 pb (TAKEISHI et al, 1985:
TAKEISHI et al., 1989) e o nimero de repetigdes afeta os niveis de atividade da TYMS,

atuando sobre 2 eficiéncia translacional, sem alterar a expressic génica
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(KAWAKAMI et al, 2001). Alelos com 3 repeticdes (3R) e com 2 repetigbes (2R) sdo os
mais freqlientes (MARSH et al., 1999; TRINH et al., 2002), dos quais a variante 3R resulta
numa maior atividade da TYMS (HORIE et al., 1995; KAWAKAMI et al., 2001).

Como a TYMS compete com a MTHFR pela disponibilidade de
5,10-metilenoTHF, TRINH et al. (2002) lancaram a hipétese de que o polimorfismo que
aumenta a atividade dessa enzima (3R), poderia afetar os niveis de folato plasmaticos, e
conseqlientemente, os niveis de homocisteina (Figura 1). De fato, o estudo realizado com
505 chineses de Singapura revelou uma associa¢iio significativa entre o polimorfismo 3R,
em homozigose, com niveis baixos de folato no plasma, em contraste com um aumento da
homocisteina, porém nfo estatisticamente significativo. Qutra associacfio significativa
verificada nesse trabalho foi a interacfio do alelo 3R do gene TYMS com o alelo 677T do
gene MTHFR, nos niveis plasmaticos de folato e Hei. Os niveis de folato encontrados no
plasma foram mais baixos e os de Hei mais elevados se comparados as outras combinagfes
de gendtipos possiveis (p<0,001). Como mostra a Figura 1, tal interacio € previsivel, j& que
a queda de 5,10-metilenoTHF ocasionada por aumento da remocio desse substrato pela
TYMS, por causa da agio da variante vantajosa 3R, combinada com a baixa atividade da
MTHFR, conferida pela variante 6771, leva ao prejuizo de sintese de 5-metilTHF e
conseglientemente ac aumento de Hcei Interages com a dieta também eram esperadas, uma
vez que o suprimento deficiente de acido folico, levaria a queda de 5,10-metilenoTHF
produzida. Essa queda combinada com uma remoc¢fic mais eficiente levaria ao prejuizo da
via garantida pela MTHFR (Figura 1). De fato, individuos 3R/3R (TYMS) com dieta pobre
em folato, mostraram um aumento significativo dos niveis de Hci plasmaticos, quando
comparados com os outros genétipos do TYMS (p=0,009). Assim, em caso de dieta pobre
em folato, a variante 3R/3R mostrou ser mais um determinante genético do estado de folato
¢ Hci do plasma, independente do genétipo do MTHFR (TRINH et al., 2002). Num estudo
feito com jovens saudaveis do norte da Irlanda, a associagfio entre os polimorfismos do
TYMS e os niveis de folato e Hei plasmaticos ndo foi verificada (BROWN et al., 2004).
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1.5 - POLIMORFISMOS E OUTRAS MANIFESTACOES CLINICAS
1.5.1 - Defeito do tubo neural (DTN)

A ingestfio inadequada de folato durante a gravidez tem sido relacionada com
defeitos na formagiio do tubo neural (spina bifida) em recém-nascidos
(MRC Vitamin Study Research Group, 1991).

Estudos da epidemiologia de DTN, mielomeningocele ¢ anencefalia, sugerem
que estas malformagdes tém uma génese multifatorial, ou seja, com a influéncia de fatores
genéticos e ambientais. Um dos fatores ambientais com maior importincia na ocorréncia de
DTN € a administracio periconcepcional de dcido félico as miies. A suplementag@io com
acido folico reduz significantemente a ocorréncia (CZEIZE e DUDAS, 1992) e recorréncia
(MRC Vitamin Study Research Group, 1991) de DTN.

O polimorfismo 677C—T foi o primeiro fator de risco genético associado ao
DTN descrito (FROSST et al., 1995). Num trabalho posterior VAN DER PUT et al. (1998)
analisaram também o polimorfismo 1298 A-»C e verificaram que heterozigotos compostos

(677T/1298C) resultam em caracteristicas similares as observadas em homozigotos 677T.

Com relagdo ao polimorfismo 844ins68, do gene CBS, alguns estudos foram
realizados para determinar a sua participagio no aparecimento do DTN. Num estudo
realizado por BOTTO ¢ MASTROIACOV A (1998), a presenga da variante polimérfica em
homozigose se apresentou ligada a um aumento de 5 vezes na chance de desenvolvimento
de DIN. Essa relacic todavia, ndo foi encontrada em outros estudos
(RAMBSTON et al., 1997; GIUSTI et al., 1999; SPEER et al., 1997).

Uma vez que tanto a sindrome de Down como DTN estdo relacionados a
polimorfismos do metabolismo do folato, € interessante imaginar que em familias que
possuam individuos com a sindrome também apresentem casos de DTN e vice-versa. De
fato, BARKALI et al. (2003) encontraram um aumento significativo nos casos de sindrome
de Down em familias que possuiam eventos de DTN (p<0,00001), e um aumento
significativo de casos de DTN em familias que apresentavam casos de sindrome de Down
(p <0,001), demonstrando, portanto, uma relagdo forte na eticlogia das duas manifestagfes

clinicas.
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1.5.2 - Céancer e Lencemia

A ingestdo inadequada de folato, além de predispor o nascimento de criangas
com DTN, tem demonstrado influenciar o desenvolvimento de céncer, devido a inducfio de
ocorréncia de alteragdes citogenéticas e mutagdes, que resultam na presenca de aberracdes

cromossOmicas ¢ formacfo de micronticleos (DUTHIE, 1999).

Estudos t€ém mostrado que niveis adequados de folato em individuos que sio
homozigotos para a variante 6777 da MTHFR, t¢ém uma relagio na incidéncia de céncer
coloretal (CHEN et al., 1996; MA et al., 1997). Isso porque cincer coloretal e leucemia sdo
derivados de tecidos de rapida proliferacdo que tém maior exigéncia para sintese de DNA,
sendo, portanto afetados pelo destino metabolico de dcido folico (SKIBOLA et al,, 1999).
A etiologia da leucemia ainda permanece desconhecida. As leucemias sfo causadas por
uma interacdo gene-ambiente, sendo relacionada a polimorfismos em multiplos genes, o
que levou SKIBOLA et al. (1999) a suporem que poderia haver uma correlagio com
polimorfismos da enzima MTHFR devido a associacio entre niveis de folato e
suscetibilidade a danos em células em rapida divisfio. Os dados levantados nesse trabalho
demonstraram que niveis adequados de 4cido folico e a presenca da variante 677T do gene
MTHFR desempenham um papel protetor importante no desenvolvimento de leucemia
linfoblastica aguda (LLA) em adultos, uma vez que aumenta a disponibilidade de 3, 10
metileno THF para a produgdo de desoxitimidina, o que melhora a qualidade de sintese e de
reparo de DNA (BROWN et al,, 2004; RAHMAN et al.; 2004).

1.5.3 - Trombose

A hipotese que a hiperhomocisteinemia poderia causar doencas
cardiovasculares foi sugerida em 1969 por McCULLY (1969). J4 era conhecido que
criangas com homocisteiniiria devido a deficiéncia homozigética da CBS apresentavam
doengas arterianas que freqlientemente resultavam em morte por oclusio trombética em
6rgdos vitais,. McCULLY (1969) demonstrou mudancas poés-morte idénticas em uma
crianca com defeito genético no metabolismo da cobalamina, que também leva a
hiperhomocisteinemia, sugerindo assim que o dano provocado nas artérias poderia ser

conseqiiéncia do aumento de Hei.

Introducde
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O primeiro estudo caso-controle que demonstrou uma associagdo entre o
metabolismo anormal de Hci e doengas corondrias foi realizado por WILCKEN e WICKEN
(1976). Nesse estudo a concentracdo de Hci foi significativamente maior em pacientes com
doengas corondrias prematuras quando comparado com um grupo controle. Num estudo
multi-céntrico que incluiu 750 pacientes ¢ 800 controles foi verificada que o aumento de
Hci plasmatico o dobra o risco de desenvolvimento de infarto de miocardio e doengas
vasculares (ROBINSON, 1990).

Muitos trabathos tém relacionado a deficiéncia da MTHFR com eventos de
trombose (KEIJZER et al., 2002; QUEFFEULOU et al., 2002; TONETTI et al,, 2002). A
variante termolabil da MTHFR, conferida pelo gendtipo homozigoto 677T se mostrou
associada ao surgimento de doengas corondrias (KANG et al,, 1991). Esse resuitado for
confirmado num estudo realizado com pacientes Irlandeses (GALLAGHER et al., 1996).

Assim, essas evidéncias mostram que existe uma ligacio definitiva entre o
aumento de Hei plasmatico e quadros de trombose (TOWNEND et al., 1998).

Introducis
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2-OBJETIVO
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2.1 - OBJETIVO GERAL

Verificar se existe associagfio entre polimorfismos nos genes que codificam
enzimas participantes do metabolismo do folato e a ocorréncia de aberrages

cromossdmicas.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar a freqiiéncia na amostra de casais (CASO ¢ CONTROLE), dos
polimorfismos:

- 677C—T e 1298A—C do gene MTHFR;
- 844ins68, I278T e G307S do gene CBS;
- 5UTR#r (2R ou 3R) do gene TYMS.

» Verificar se a distribuigio dos polimorfismos estudados difere
significativamente entre CASO ¢ CONTROLE.

Ghietives
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3 - JUSTIFICATIVA
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A fim de detectar fatores de risco para o surgimento de aneuploidias, fenétipo
esse que possui grandes implicagdes clinicas como detalhado na secfio 1.1, foi utilizado
como modelo de estudo, casais que apresentavam gestagdes com esse tipo de aberragio

cromossomica.

Frente as recentes descobertas da influéncia da metilagio do DNA e dos niveis
plasmaticos de homocisteina na instabilidade cromossdmica, foram escolhidos como foco
deste estudo enzimas que participam do metabolismo do folato, uma via bioquimica

importante na sintese ¢ metilagio do DNA.,

A escolha dos polimorfismos dos genes que codificam essas enzimas foi
baseada na alta freqiiéncia com que se apresentam na populagio € no seu efeito na

formacéo de variantes enzimaticas que levam a alteraciio dos niveis de Hei do plasma.

Assim, esse estudo pretende contribuir para a descoberta de mecamismos

moleculares que aumentem o risco de surgimento de aneuploidias.

Justificativa
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4 - SUJEITOS E METODOS
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O presente estudo foi analisado ¢ aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Ciéncias Médicas e pela Comissio Nacional de Etica em Pesquisa
(Anexos 1 e 2).

4.1 - DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo de associagdo, ou seja, do tipo caso-controle. O estudo
de associagio € um estudo poderoso para detectar fatores de predisposicdo
(STRACHAN E READ, 2002b). Nesse tipo de estudo a maior possibilidade de
aparecimento de resultados falso-positivos estd relacionada a escolha errada do grupo
controle (LANDER E SCHORK, 1994; ANDERSON et al., 2002). O grupo controle deve
representar assim, o perfil do grupo caso.

4.2 - SELECAO DOS SUJEITOS DE PESQUISA

A pesquisa consistiu numa comparacio entre casais, ji que o mecanismo que
leva ao surgimento da aneuploidia acontece geralmente nos genitores por ndo-disjunc¢io
cromossomica durante a gametogénese (ABRUZZO e HASSOLD, 1995). Foram incluidos
na pesquisa, casais cujas gestagdes apresentavam cari6tipo com aneuploidias, provenientes
da clinica GENETICA MEDICA E FORENSE e da Clinica Dr. Luis Henrique Giovannetti
O grupo controle se constituiu de casais atendidos na GENETICA MEDICA E FORENSE
e na Clinica Dr. Luis Henrique Giovannetti que apresentavam pelo menos uma gestacéo

normal e nenhum histérico de gestagdes com aberragdes cromossdmicas.

InformagBes como idade e etnia dos participantes foram levantadas em bancos

de dados ou por entrevista.

Sujeitos e Bédtodos
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4.3 - TAMANHO AMOSTRAL

O grupo caso consistiu em 55 casais, 7 mies e 1 pai, que apresentaram gestacio
com aneuploidia. Os individuos que participaram sem o outro genitor entraram na andlise
apenas quando a amostra foi agrupada em pais e mies. A distribuigdo dos caridtipos se

encontra na Tabela 3 e Anexo 4. O grupo controle consistiu em 67 casais.

Tabela 3 - Distribuicéo do caridtipo das gestagdes do grupo CASO.

CARIOTIPO CASAIS(N)
Monossomia do X 9
Trissomia do 21 28
Trissomia do 13 6
Trissomia do 18 12
Cutros 8

4.4 - TECNICA

Apbs o consentimento dos participantes (Anexo 3), foram coletados 7 mL de
sangue periférico para a extragdio do DNA e subseqiiente analise molecular por reac¢io em
cadeia da polimerase (PCR) e, quando necessdrio, digestdo com enzimas de restricdo
especificas para cada polimorfismo. Essa coleta foi realizada utilizando tubo vacunteiner
contendo 54ul. de EDTA a 15%, para impedir a coagulacio sanguinea.

4.4.1 - Extragio de DNA do sangue periférico

A amostra foi centrifugada por 10 minutos 2 2.000 rpm a temperatura ambiente
para a separagio e retirada do plasma. Em seguida, uma aliquota de 500 uL do sedimento
foi transferida para um tubo de reacdio de 1,5 mL. A essa aliquota foi adicionado 1,0 mL de
tampéo de lise celular (Sacarose 320mM, Tris-HCl pH7,5 10mM, MgClL, 5mM, Triton
100X 1%). A solugo foi entdio homogeneizada por 10 a 15 segundos e centrifugada a 8000

Sujeitos ¢ Métodos
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rpm por 5 minutos. Apds a centrifugacfio o sobrenadante foi cuidadosamente descartado,
por inversdo do tubo. Esse processo foi repetido por duas vezes. Ao precipitado formado
foram adicionados 395ul. de tamp3io de digestdo (Tris-HCI pH 7.5 10mM, 10mM, NaCl
10mM, SDS 0,5%) e 5 ul. de proteinase K (20mg/mL). A reagfo entdio foi homogeneizada
e incubada em banho-maria & temperatura de 55°C. Ap6s 2 horas foram adicionados 200
pL de LiCl 7,5N em cada amostra e as solugSes foramn levadas a temperatura de —20°C, por
15 minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 13.000 rpm
¢ 0 sobrenadante foi transferido cuidadosamente para tubos novos. Apds a transferéncia, foi
adicionado 1 mL de etanol absoluto gelado e o tubo foi invertido até formacio de um
precipitado visivel. Foi realizada uma centrifugaciio 2 13000 rpm por 5 minutos ¢ o
sobrenadante foi desprezado por inversio do tubo. Ao precipitado foi adicionado 1mL de
etanol 70% e nova centrifugacio foi realizada (13000 rpm/5 min). O sobrenadante foi
novamente descartado. O DNA obtido foi entio secado 2 temperatura ambiente e
ressuspendido em 4gua estéril. A eficiéneia da extragio foi avaliada em gel de agarose a
0,8%.

4.4.2 - Reaciio em cadeia da polimerase (PCR)

A anélise dos polimorfismos enfocados nesse estudo se baseou na técnica da
reagdo em cadeia da polimerase descrita por SAIKI et al. (1989). O procedimento utilizado
em cada uma das reacSes esti resumido na Tabela 4.
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Tabela 4 - Concentragfio dos reagentes utilizada na analise dos polimorfismos de MTHFR,

CBS e TYMS.
MTHFR CBS TYMS
REAGENTES EM 50uL
DE REACAO 677C—T 1298AC  HmSGS/ BT/ 5UTRer
G3078
DNA (ug) 0,2 0.2 0.2 0,2
Tris-HCI pH 8,4 (mM) 20 20 20 20
KCl (mM) 50 50 50 50
MgCl; (mM) 2 2 2 1,5
dNTP (mM-cada) 0,4 0,4 0,4 02
“primers” (UM-cada) 0,1 0,1 0,4 0,1
DMSO (%) - - - 10
Tag polimerase (U) 2.5 2.5 2,5 25

Os “primers” utilizados para cada polimorfismo estéio descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - Descri¢do dos “primers” utilizados em cada reacdo.

§ Polimorfismo Seqiiéncia
&
Senso - TGAAGGAGAAGGTGICTGCGGGAT
§77C—T
o Anti-senso 5°-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’
k.
§ Senso 5 -CTTTGGGGAGCTGAAGGACTACT A3
1298A—C
Anti-senso 5-CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG-3
844ims68/ Senso 5 -CTGCCTTGAGCCCTGAAGCC3®
]
3 D278T/G307S  Anti-senso 5 -CTGGACTCGACCTACCGTCCT-3"
Senso 5-GTGGCTCCTGCGTITCCCCE3
g 5"UTRer
B Antisenso  5*-CCAAGCTTGGCTCCGAGCCGGCCACAGGCATGGCGCGG-3
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O volume final da PCR estabelecido foi de 50pL. Apés a adigdo dos reagentes
(Tabela 4), a reagio foi submetida a uma etapa inicial de desnaturagio a 94°C por 5
minutos, seguida por 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, temperatura de anelamento por 1
minuto e 72°C por 2 minutos, com 7 minutos de incubacdo final a 72°C. As temperaturas
de anelamento foram de 58, 51, 60 e 63°C, para os polimorfismos 677C—T, 1298A—C,
5'UTRir € 844ins68/1278T/G3078, respectivamente.

4.4.3 - Digestiio com enzima de restrigio e andlise do polimorfismo

A andlise do polimorfismo 677C—T do gene MTHFR foi realizada como
descrito por FROSST et al. (1995). A substituicio de nucleotideos leva 2 formagdo de um
sitio de restrigio para a endonuclease Hinf 1. J4 o polimorfismo 1298A—C do mesmo gene,

leva a perda de um sitio de restricfio para a enzima Mboll (VAN DER PUT et al.,, 1998).
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Figura 2: Exemplo de eletroforese em gel de acrilamida a 7% apods andlise do gene
MTHFR. A. Polimorfismo 677C—T, onde (—# ) mostra o padrdo C, e (--»)
mostra o padrio T; B. Polimorfismo 1298A—C, onde ( = ) mostra o padrio
A, e (---» ) mostra o padriio C. HoM: homozigoto para o polimorfismo; HoN:

homozigeto normal e HE: heterozigoto.

Para identificar o polimorfismo de repeticido em tandem da regiic 5 nfio
traduzida (5 'UTRtr, 5 untranslated region tandem repeat) do gene TYMS, foi utilizado o
método descrito por HORIE et al. (1995). O produto da PCR foi entio submetido 3
eletroforese em gel de poliacrilamida a 7%, onde a diferenca de 28pb pode facilmente ser
visualizada.
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" oufra variante
' R
2R

Figura 3 - Exemplo de eletroforese em gel de acrilamida a 7% apé6s analise do gene TYMS.,
Linhas 1 ¢ 6 apresentam individuos 2R/2ZR; linhas 2 ¢ 7 apresentam individuos
2R/3R; linhas 3, 4 ¢ 5 apresentam individuos 3R/3R e linha 8 apresenta

individuo 2R/outra variante.

Finalmente, para a determinagio dos polimorfismos do gene CBS, foi realizada
a PCR do exom 8 seguida de visualizagio direta em gel de agarose a 2%
(SEBASTIO et al., 1995), para a detecgdo do polimorfismo 844ins68 e digestdo com as
endonucleases de restrigho BseNI ¢ Alul, para a detecgiio dos polimorfismos 12787 e
G3075, respectivamente (HU et al., 1993; TSAI et al., 1996).

| UNICAmP
|BIBLIOTECA CENTRAL!
| SECAO CIRCULANTE |
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Figura 4 - Anilise dos polimorfismos do gene CBS. 4. Gel de agarose a 2% apOs analise
do polimorfismo 844ins68. Linhas 1. 3, 5 ¢ 6 apresentam individuos sem o
polimorfismo; linhas 2 e 4 apresentam individuos heterozigotos para o
polimorfismo 844ins68. B. Gel de acrilamida a 7% da andlise do polimorfismo
G307S, onde seta branca significa individuos heterozigotos para o
polimorfismo. C. Gel de acrilamida a 7% da analise do polimorfismo 12787,
onde seta branca significa individuos heterozigotos para o polimorfismo, (-+-»)
representa o fragmento caracteristico do polimorfismo, enquanto { = )

representa o fragmento caracteristico de alelos normais e M=marcador de

100pb.
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Todas as reagdes de digestdio foram realizadas com incubacio de 16 horas e as

concentragbes das enzimas, temperaturas de reagéio, bem como os tamanhos dos fragmentos
esperados apés anilise de cada polimorfismo, estdo resumidos na Tabela 6 e 7

(Figuras 2, 3 e 4).

Tabela 6 - Condi¢des da reagfio de digestio.

Enzima de restricio Quantidade (U) /15 pL. de PCR Temperatura °C
Mboll 23 37
Hinf I 5 37
BseNI 5 65
Alul S 37

Tabela 7 - Tamanhos dos fragmentos esperados para a andlise dos polimorfismos ap6s

digestio enzimatica especifica.

TAMANHO (pb)
Gene Polimorfismo PCR Alelo 1 Alelo 2 Heterozigoto
i 677C—T 198 198 175e23 198,175e23
§ 1298A—C 163 56,31,30,28¢ 18 84.31,30e 18 84,56,31,30,28¢< 18
844ms68  242/174 174 242 174 e242
242 242 200 e 42 242,200e42
2 1278T
& 174 174 13242 174,132 42
G3078 i74 93e8l 81,49¢44 93,81,49e44
E o 5UTRe 248/220 248 220 248 220
£

Numeros sublinhados significam tamanhos utilizados para diferenciar alelo | do alelo 2.
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4.5 - ANALISE DOS DADOS

Para comparar as varidveis categdricas (polimorfismos) entre os grupos CASO
e CONTROLE, foram utilizados teste Qui-quadrado ou, quando necessdrio
(presenca de caselas vazias ou com valores inferiores a 5), o teste exato de Fisher e o teste
Odds Ratio (OR), com intervalo de confianca (IC) de 95% (FLEISS, 1981). Esses testes
foram realizados no programa computacional Epilnfo 2000™, versdo 1.1.2.

Para analisar conjuntamente os polimorfismos entre os grupos, foi utilizada a
andlise de regressdo logistica (CONOVER, 1971; SIEGEL, 1975; HOSMER e
LEMESHOW, 1989). Inicialmente foi realizada a andlise univariada e em seguida, a
andlise multivariada usando o critério ‘Stepwise’ de selegiio das varidveis. Essa analise foi
realizada utilizando o programa SA4S System for Windows (Statistical Analysis System),

versdo 6.12.

Foram considerados significativos, resultados onde p<0,05. Na realizacdo de
miltiplas comparagGes, por exemplo quando se compara dois genes, os valores de p
significativos, foram corrigidos a fim de se evitar resultados falso-positivos. Essa correcio
consistiu na multiplicagdo do valor de p encontrado pelo nitmero de comparagdes realizadas
(SVEJGAARD e RYDER, 1994). Na anslise de OR, foram consideradas significativas
andlises onde o IC ndo passavam pelo valor 1, pois nesse caso a freqiiéncia em que os

alelos se apresentam em ambos 0s grupos ¢ estatisticamente a mesma.
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5.1 - CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A média de idade entre os casais que apresentavam gestacbes com aberracgdes
cromossdmicas (CASO) foi de 36,07, com desvio padrio de 6,94 e de 35,25, com desvio
padrdo de 10,96 entre os casais que apresentavam gestacGes normais (CONTROLE 1),
distribuidos como mostra a Tabela 8.

Tabela 8 - Caracterizagio da amostra, com relagfio 4 idade (CASO e CONTROLE).

MEDIA X) DESVIO PADRAO (5)

Miie 35,52 6,34

2 Pai 36,69 7.59
-«
o

CASAL 36,07 6,94

Mie 32,12 9,71
o

g Pai 38,39 11,31
i
.

S CASAL 35,25 10,96

Com relagdo & origem étnica, 98,08% dos CASOS eram caucaséides e 1,92%
negréides, enquanto 92,78% dos CONTROLES 1 eram caucasoides, ¢ 7,22% eram

negroides.

Com a finalidade de explorar melhor os dados obtidos, foi também utilizado
como outro pardmetro de comparagio, um grupo controle (CONTROLE 2) composto de
388 doadores de sangue nfio relacionados, sendo 190 mulheres ¢ 198 homens
(BERTUZZO, 2003). A média de idade descrita nesse estudo foi de 47, 39 anos (s=12,53),

sendo 79,9% representados por individuos caucaséides e 20,1%, negréides.
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5.2 - DISTRIBUICAO DOS ALELOS NA AMOSTRA

Entre os casais com aneuploidia analisados (CASQ), as freqiiéncias encontradas
das variantes 1298C e 677T do gene MTHFR foram de 0,26 e 0,33, respectivamente. Para o
gene TYMS, a freqiiéncia das variantes 2R, 3R e 4R foi de 0,375, 0,62 e 0,005,
respectivamente. Com relagio ao gene CBS, as variantes I278T, G307S ¢ 844ins68
atingiram as freqli€ncias de 0,078, 0,039 e 0,069, respectivamente. Esse grupo se encontra
em Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) com relagfio as variantes do gene MTHFR
o= 547 p=036), do gene TYMS (y’a= 021; p=0,90) ¢ do gene CBS
; (xz(s}«*m 2,32; p =0,68). A distribuig8o genotipica se encontra resurnida na Tabela 9 e listada
no Anexo 4.
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Tabela 9 - Distribuic@io genotipica dos individuos CASO.

CBS -
z S
2 S @
= [
g & = Z d
MTHFR 3 g ) ® z =
® 3 P ) z 5
+ = o it
= ® = & =
] + o3
S = .
T¥YMS = E
677TI6TTT 2R2R - - - 0
errrerTT 2R/3R - - 5 7
677T/6TTT 3RI3R 2 - 4 6
677TT/N 2R2R i - 2 3
67TEIN 2R/3R 2 - 7 9
&7TEIN 3R/3R - - 15 15
677Y/1298C 2R/2R 1 - 3 4
677T/1298C 2R/3R 3 - 8 12
677TT/1298C 3R/IR 1 - 6 8
67TI/1298C 3R/4R - - i 1
1298C/1298C ZR/2R - - - 0
1298C/1298C 2R/3R - - - 1
1298C/1298C 3R/3R - - i i
1298C/N 2R/2R - - 7 7
1298C/N 2R/I3R 2 - 11 14
1298C/N 3RI3R 2 - 6 8
N/N 2RZR - - 2 2
N/N IRIR i 1 7 9
N/N 3R3R - - 7 8
TOTAL 15 1 6 92 115

N=alelo sem polimorfismo.

Resultados
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Entre os individuos do CONTROLE 1, as freqiiéncias encontradas das variantes
1298C e 677T do gene MTHFR foram de 0,27 e 0,34, respectivamente. Para o gene TYMS,
a freqliéncia das variantes 2R, 3R e 4R foi de 0,459, 0,534 e 0,007, respectivamente. Com
relagdo ao gene CBS, as variantes 1278T, G307S e 844ins68 atingiram as freqiiéncias de
0,097, 0,0 e 0,097, respectivamente. Esse grupo se encontra em EHW com relago as
variantes do gene MTHFR (x’sy= 0,49; P=0,99), do gene TYMS (x’cy= 4,80; p=0,18) ¢ do
gene CBS (xz(s)ﬂ 0,02; p=0,99). A distribuicdio genotipica se encontra resumida na Tabela
10 ¢ listada no Anexo 5.
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Tabela 10 - Distribuicio genotipica dos individuos CONTROLE 1.

. CBS E z
2 g €
- £ z
MTHFR ¥ E E % 5
2P ?
TYMS g~ g
67TTI6TTT 2ZR2R = 1 4 5
67TT/6TTT 2R/3R - - 3
677TT/6TTT 3R3R - 2 3 5
677T/N 2R/2R - 2 8 10
67TT/N 2R/3R - 2 13 15
677T/IN 3R3BR - 2 11 13
67TT/N 2R/M4R - 1 .
677T/1298C 2R2R - 2 4
677TT/1298C 2R/3R - 2 5
677T/1298C 3RBR - 2 9 11
677T/1298C 2R/4R - - 1 1
1298C/1298C 2RZR - - 2 2
1298C/1298C 2R/3R - - 4 4
1298C/1298C 3R/3R - 1 2 3
1298C/N 2R2R - 1 5 6
1298C/N 2R/3R - 1 15 16
1298C/N 3R/3R - 2 6 8
NN 2R2R - 2
N/N 2R/3R - 1
N/N 3RA3R 1 -
TOTAL 1 24 109 134

N=alelo sem polimorfismo,

Entre os individuos do CONTROLE 2, a fregiiéncia génica enconirada foi de
0,29 para a variante 677T e de 0,22 para a variante 1298C do gene MTHFR. Esse erupo se
encontra em EHW (%= 2,66; p=0,75). A distribuicdo genotipica est4 resumida na Tabela
il.
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Tabela 11 - Distribuigfio das variantes 677T e 1298C do gene MTHFR entre os individuos

do CONTROLE 2.

MTHFR No. %
67TLI6TTT 37 96
67TI/N 118 30,4
677T/1298C 37 9,5
1298C/1298C 22 57
1298C/N 87 2.4
N/N 87 224

Total 388

N=alelo sem polimorfismo.

5.3 -MTHFR

Como mostra a Tabela 12, com relagdo a distribuigio genotipica geral do
MTHFR, nfo existe diferenca significativa (mies - x"'m 5.11; p=0,40; pais - x2=6,96;
p=0,22; casais - ¥*= 5,71; p=0,33). Porém, através da analise realizada para cada gendtipo
contra o restante dos individuos, foi verificado um aumento significativo do gendtipo

1298C/N, entre as méies de individuos aneupléides.
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Tabela 12 - Comparagéio dos genétipos de MTHFR entre individuos CASQ ¢ CONTROLE

1.
MAES PAIS CASAIS
2 Fi 2
yaRfi)] OR yal!:)] OR r® OR
MTHFR N CASO/N NCASO/N NCASO/ N
{C 95%) (IC 95%) aC 95%)
CONTROLE 1 CONTROLE 1 CONTROLE 1
0.2 (0,65) 0.82 0,02 (0,39) 1,07 0,36 (0,55) 1,24
N/N |
11/14 (0,31-2,13) 8/9 (0,34-3,34) 19/18 (0,58-2,63)
0,39 (0,53) 0,79 1,32 (0,25) 0,58 1,26 (0,26) 0,72
67TTIN
1924 (0,36-1,76) 8/15 (0,20-1,62) 27/39 (0,39-1,33)
0,66 (0,42) 0,59 1,44 (0.23) 1,95 0,12 (0,73) 1,15
677L/6TTT
4/7 (0,14-2,41) 9/6 (0,58-6,70) 13/13 (0,48-2,79)
0,09 (0,77) 0,86 1,45 (0,23) 1,65 0,44 (0,50) 1,23
§77T/1298C
9/11 (0,30-2,48) 17/14 (0,67-4,06) 26/25 (0,64-2,38)
0.27 (0,61) 0,53 3,76 (0,05) 0,16 3,79 (0,05) 0,24
1298C/1298C
12 (0,02-7,77 17 (0,01-1,33) 31/30 (0,03-1,22)
4,70 (0,03) 2,64 0,01 (0,93) 0,96 0,52 (0,47) 1,24
1298C/N
18/9 (1,00-7,08) 13/16 (0,38-2.41) 31/30 (0,67-2,29)
5,11 6,96 5,71
TOTAL (0,40) (0,22) (0,33)
62/67 56/67 118/134

A= niimero de individuos utilizados para cada analise.
N= auséncia dos polimorfismos analisados
Em negrito: valores estatisticamente significativos

Em #alico: valores limitrofes

Resultados
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Quando se compara o grupc CASO com um controle maior, como o
CONTROLE 2, muitas associagbes podem ser verificadas. Existe uma diferenca
significativa da distribuicdo genotipica entre CASO e CONTROLE 2 detectada no grupo
geral (y’= 18,66; p=0,002) e entre pais (x*= 19,25; p=0,002). Essa variacdo se deve a um
aumento do genétipo heterozigoto composto (677T/1298C) ¢ uma queda da freqiiéncia do
genétipo 677T/N entre pais de individuos aneupléides (Tabela 13). Segundo a andlise de
OR, o genétipo heterozigoto composto leva a um aumento de aproximadamente 2 vezes e

meia no risco do aparecimento de aneuploidias. Esse risco pode variar de 1,5 a 4,8 vezes.

Tabela 13 - Comparacéio dos genétipos de MTHFR entre individuos CASO e CONTROLE

2.
MAES PAIS CASAIS
2L @) OR x @) OR X @) OR
MTHFR N CASO/N N CASO/N N CASO/N
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
CONTROLK 1 CONTROLE 1 CONTROLE 1
N/N 0,54 (0,46) 0.76 1,88 (0,17) 0,57 2,18 (0,14) 0.66
11/42 (0,34-1,67) 8/45 (0,23-1,36) 19/87 (0,37-1,18)
67TI/N 0,11 (0,74) L1 6,97 (0,008) 0,35 2,51 (0,11) 0,68
19/54 (0,57:2,17) 8/64 (0,14-0,82) 27118 (0,41-1,13)
67TT/6TTT 0,54 (0,46) 0,66 1,87 (0,17) 1,80 0,22 (0,63) 1,17
4/18 (0,18-2,18) 9/19 (0,70-4,55) 13/19 (0,57-2,39)
67TT/1208C  2,38(0,12) 1,98 12,44(0,0004) 349  1297(0,0003) 2,68
9115 (0,75-5,16) 17/22 (1,60-7,62) 26137 (1,49-4,82)
1298C/1298C 3,10 (0.08) 0,19 0,44 (0,51) 0,50 3,16 (0,08) 029
115 (0,01-1,43)) 17 (0,02-4,15) 222 (0,05-1,29)
1298C/N 0,57 (0,45) 128 0,16 (0,68) 1,16 0,75 (0,39) 1,23
18/46 (0,64-2,54) 13/41 (0,54-2,48) 31/90 (0,75-2,03)
6.48
TOTAL 026 19,25 (0,002) 18,66 (0,002)
621160 56/198 118/388

N= niimero de individuos utilizados para cada anélise.
N= auséncia dos polimorfismos analisados

Em negrito: valores estatisticamente significativos
Em italico: valores limitrofes

Resultados
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Entre os 28 casais que apresentaram gestacdo de embrides com trissomia do
cromossomo 21, a distribuigfio genotipica niio difere significativamente do CONTROLE 1,

como mostra a Tabela 14.

Tabela 14 - Comparacio dos gendtipos de MTHFR entre casais com gestaciio com
trissomia 21 (CASO) ¢ individuos CONTROLE 1.

MAES PAIS CASAIS
3 2 2
X @ OR 1 @ OR yalfs) OR
MTHFR NCASO/N NCASO/N NCASO/N
(IC 95%) (C 95%) {IcC 95%)
CONTROLE 1 CONTROLE 1 CONTROLE
N/N 0,00 (0,95) 1,03 0,61 (0,43) 1,61 1,55 (021) 1,69
6/14 (0,31-3,39) 5/ (0,41-6,16) 11718 (0,684,15)
67TT/IN 1,05 (0,30 0,60 2,50 (0,11) 0,30 2,93 (0,09) 0,50
7124 (0,20-1,77) 2/15 (0,04-1,56) 9/39 0,20-1,19)
§TTI/6TTIT 0,00 (0,97) 1,03 0,02 (0,88) 0,88 0,0 (0,96) 0,97
3/7 (0,19-4,96) 2/6 (0,11-5,42) 5/13 {0.28-3,14)
677T/1298C 0,07 (0,79) 0,85 0,52 (0.47) 1,47 0,11 (0,74) 1,14
4/11 (0,20-3,31) 7/14 (0,454,73) 11/25 {0,48-2,69)
1298C/1298C 0,02 (0,88) 1,20 0,12 (0,72) 0,75 0,07 (0,79) 0,83
12 (0,0-18,07) 217 {0,10-4,39) 3/9 {0,17-3,55)
1298C/N 1,89 (0,16) 2,15 0,16 (0,68) 1,24 0,34 (0,56) 1,24
779 (0,62-7,39) 719 (0,34-3,90} 14/30 (0,56-2,75)
2.36 3,21
3,90 (0,56)
TOTAL (0,80) 0,67
53/134
28/67 25/67

N= nGmero de individuos utilizados para cada anslise.
N=auséncia dos polimorfismos analisados
Em negrito: valores estatisticamente significativos

Em italico: valores limitrofes

Resultados
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5.4-CBS

Com relagfio ao gene CBS, a distribui¢io genotipica difere significativamente

entre CASO e CONTROLE 1 (y*= 12,28; p=0,03). Essa diferenca se deve 2 um aumento da

variante G307S entre mies de embrides com aneuploidias. Esse polimorfismo nfo foi
detectado no grupo CONTROLE 1. Como mostra a Tabela 15, foi detectada uma

diminui¢do do gendtipo I278T+844ins68/N entre as mies CASO (°= 4,22; p=0,04).

Tabela 15 - Comparacgio dos genétipos de CBS entre individuos CASO e CONTROLE 1.

MAES PAIS CASAIS
X @) OR X @) OR X @) OR
CBS NCASO/N NCASO/N NCASO/IN
CONTROLE 1 (C95%) CONTROLE 1 {c 95%) CONTROLE 1 acos%)
1278 T-+844ins68/ - - 0,80 (0,55)* 0,0 0,87 (0,53)* 0,0
1278T+844ins68 0/1 (0,0-22,12) 0/1 {0,0-2013%
I27/8T+844ins68/ 4,22 (0,04) 0,33 0,28 {(0,60) 1,30 1,84 (0,18) 0,62
N 5/14 (0,10-1,08) 10/10 {0,45-3,74) 15/24 {0,29-1,3D)
R278T+844ins68/ 1,09 (0,48)* - - - 1,16 (0,46)* -
G378 1/0 1/0
12781/ G307S 1,09 (0.48)* - 1,25 (0,44)* - 233(02DH)* -
/0 1/0 2/
GIOIS/N 4,46 (0.05) - 2.52{(0,19* - 7,16 (6,009 -
4/0* 2/0 6/0
N/N 0,20 (0,65) 1,22 1,10 (0,29) 0,62 (0,23-1,66) 0,16 (0,69) 0.88
51/53 {0,47-3,22) 41/56 92/109 0,45-1,72)
10,12 498 12,28
TOTAL {0,04) (0,30) (0,03)
62/67 54187 116/134

N= nimero de individuos utilizados para cada analise.

N= auséncia dos polimorfismos analisados

*=gxato de Fisher

Em negrito: valores estatisticamente significativos

Em itdlico: valores Emiirofes

Resuliados
86



Entre casais que apresentavam gestagdes de embrifes com trissomia do 21,

nenhuma associacfo significativa foi detectada (Tabela 16).

Tabela 16 - Comparagdo dos gendtipos de CBS entre casais com gestaciio com trissomia 21
(CASO) e individuos CONTROLE 1.

MAES PAIS CASAIS
2 2 2
p i OR L P OR Ykl OR
CBS NCASO/ N N CASO/N N CASO/ N
C 95%) {aC 95%) (IC 95%)
CONTROLE 1 CONTROLE 1 CONTROLE 1
I278T/N 2,67 (0,10) 0.39 0,34 (0.56) 1,42 0,61 (0,44) 0,70
2/14 (0,04-1,51) 5110 (0,18-2.21) 7124 (0,25-1,86)
N/N 1,39 (0,24) 2,20 0,69 (0,40) 0,62 0,07 (0,79) 1,12
25/53 (0,52-10,66) 19/56 (0,23-1,66) 44/109 (0,45-2,83)
186 347 597
TOTAL
(0,09 0.32) 0,11

N= niimero de individuos utilizados para cada analise.

N= auséncia dos polimorfismos analisados

5.5-TYMS

Como mostra a Tabela 17, a distribuigiio genotipica do gene TYMS ¢
significativamente diferente entre mies (CASO e CONTROLE 1) (3*= 7,98; p=0,046). Isso
acontece por causa do aumento de mies com gendtipo 2R/3R (y*= 4,20; p=0,04) ¢
diminui¢io de mies com genStipo 2R/2R (¢*= 4,60; p=0,03) no grupo casc. Como mostra o
teste de OR, o genétipo homozigoto 2R, confere protegdo (0,5; IC 0,25-0,98). Essa
protecio também € verificada quando so analisadas apenas as mies com gestacdo de
embriGes com trissomia do 21 (3°= 4,93; p=0,026) (Tabela 18).
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Tabela 17 - Comparagfio dos genétipos de TYMS entre individuos CASO e CONTROLE 1.

MAES PAIS CASAIS
X @) OR x @) OR x @) OR
T oo O e NN qcos
2REZR 4,60 (0,03) 0,40 0,82 (0,36) 0,64 4,73 (0,03) 0,5
10/22 (0,16-1.01) 8/14 {0,22-1,83) 18/36 {0,25-9,98)
2R3R 4,20 (0,04) 2,14 0,11 (0,74) 0,89 1,42 (0,23) 1,36
28/19 0,97-4,77) 23/30 (0,40-1,94) 51/49 (0,79-2 34)
3R/3R 0,05 (0,83) 1,08 0,72 (0,40) 1,38 1,56 (0,45) 1,22
23124 {0,50-2,37) 23/23 {0,62-3,07) 46/47 (0,70-2,10)
2R/4R 1,85 (0,27 0,0 - - 1,75 (0,28)* 0.0
0/2 {0,6-4,51) 02 (0,0-4,71)
3R/M4R - - 1,23 (0, 45) - 1,16{0,28)* -
/0 1/0
7,98 2,40 7,80
TOTAL (0,046) (0,49 0,10)
61/67 55/67 116/134

#*=exato de Fisher

N= numero de individuos utilizados para cada anélise.

Em negrito: valores estatisticamente significativos

Resuliados
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Tabela 18 - Comparagfio dos genétipos de TYMS entre casais com gestacfio com trissomia
21 (CASQ) e individuos CONTROLE 1.

MAES PAIS CASAIS
L@ OR x @) OR L@ OR
TYMS N CASO/N N CASO/ N N CASO/ N
CONTROLE1 (C %) coNTROLE1 (O %) CONTROLE1 07
2R2ZR 4,93 (0,026) 0,35 0,28 (0,60} 0,72 4,00 (0,04) 0,41
3/22 0,05-0,99) 4/14 (0,18-2,74) 7136 (0,15-1,07)
2RABR 2,89 (0,09) 2,19 0,00 (0,94) 0,97 121 (0.27) 1,44
13/19 (0,80-6,03) 11/30 (0,35-2,69) 24/49 (0,72-2,88)
3RBR 0,42(0,51) 1,34 025 (0,61) 1,28 0,68 (0,41) 1,31
12/24 (0,51-3,63) 10123 (0,45-3,63) 22/47 (0,65-2,65)
6,68 2,40 5,04
TOTAL (0,08) (0,49) 0,17
28/65 25/67 53/132

N=nlimero de individuos utilizados para cada analise.
Em negrito: valores estatisticamente significativos

Em italico: valores mitrofes

A Tabela 19 apresenta resultados da andlise de regressdo logistica univariada
para CASO em relagiio ao CONTROLE 1, considerando cada uma das varidveis maternas e
paternas separadamente. Pela andlise univariada verifica-se que apenas o genoétipo materno
heterozigoto 2R/3R, foi significativo para diferenciar os grupos. O gendtipo materno

homozigoto 3R, apesar de nfo ser estatisticamente significativo, mostra um valor de p

limitrofe.
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Tabela 19 - Anilise de regressio logistica univariada comparando CASO e CONTROLE 1.

VARIAVEL NIVEIS Dﬁ-i 1 VALOR OR
COMPARACAO dep (IC 95%)
1 2lelo/ nenhum alelo 0,593 0,82 (0.40-1,70)
MTHFR o7 2 alelos/ nenhum alelo 0.353 0,53 (0,14-2,03)
I alelo/ nenhum alelo 0,919 1,04 (0,51-2,13)
1298C 2 alelos/ nenhum alelo 0,621 0,54 (0,05-6,21)
1 alelo/ nephum alelo 0,421 1,39(0,62-3,11)
@ R 2 alelos/ nenhum alelo 0,120 0,47(0,19-1,22)
E TYMS 3R 1 alelo/ nenhum alelo 0,008 3,54 (1,38-9,05)
2 alelos/ nenhum alelo 0,080 2,30 (0,90-5,85)
4R i alelo/ nenhum alelo 0,987 0,00 (0,00-999,0)**
844ins68 1 alelo/ nenhum alelo 0,085 0.41(0,15-1,13)
CBS R78T 1 alelo/ nenhum alelo 0,145 0,48 (0,18-1,29)
G3078 1 alelo/ nenhum alelo 0,977 999,0 {0,00-999,0)**
677T 1 alelo/ nenhum zlelo 0,317 1,47 (0,69-3,14)
2 alelos/ nenhum alelo 0,356 1,78 (0,52-6,03)
MTHFR
1208C 1 alelo/ nenhum alelo 0,844 1,08 (0,52-2,25)
2 alelos/ nenhum alelo 0,189 0,33 (0,06-1,73)
R 1 alelo/ nenhum alelo 0,507 0,77 (0,35-1,68)
@ 2 alelos/ nenhum alelo 0,179 0,48 (0,16-1.40)
= TYMS 1 alelo/ nenhum alelo 0,341 1,67 (0,58-4,77)
R 2 alelos/ nenhum alelo 0,207 2,00 (0,68-5,86)
4R 1 alelo/ nenhum alelo 0,991 999,0 (0,00-999,0)**
244ins68 1 ou 2 alelos/ nenhumm alelo 0.762 1,16 (0,45-2.97)
CBS 12787 1 ou 2 alelos/ nenhum alelo 0,576 1,30(0,52-3,29)
G307S 1 alelo/ nenhum alelo 0,984 $99.0 (0,00-999,0)*=

" nivel de comparagio / nivel de referéncia

** divisdio por zero, varidvel com baixa freqiiéncia ou com alto poder de separaciio (caselas com zeros)

Em negrito: valores estatisticamente significativos

Em ialico: valores limitrofes
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A Tabela 20 apresenta resultados da anélise de regressdo logistica multivariada
comparando CASO e CONTROLE 1, considerando cada uma das varidveis maternas e
paternas e usando o critério ‘Stepwise’ de selegdo das varidveis. Pelos resultados dessa
analise, verifica-se que o tUnico fator mais sigm’ﬁcativo‘ para diferenciar CASO de
CONTROLE 1, ou o fator que melhor discrimina os grupos conjuntamente, foi o gendtipo
materno heterozigoto 3R: os com um alelo com 3,2 vezes mais chance de pertencer ao

CASO que ao controle, entre mies.

Tabela 20 - Andlise de regressdo logistica multivariada comparando CASO e CONTROLE

1.
, NIVEIS DE VALOR de OR
VARIAVEL .
COMPARACAO P {acC 95%)
1 alelo/ nenhum alelo 0,019 3,23 (1,21-8,58)
TYMS 3R
2 alelos/ nenhum alelo 0,106 2,22 (0,84-5,36)

" nivel de comparagio / nivel de referéncia. Critério ‘Stepwise’ de selegdo das variaveis.

Em negrito: valores estatisticamente significativos

5.6 - INTERACAO ENTRE OS GENES MTHFR, TYMS E CBS
5.6.1 - MTHFR X TYMS

Quando se analisa a distribui¢io genotipica de TYMS, com relagiio a presenca
ou auséneia dos polimorfismos de MTHFR, é verificada uma associagio do genétipo 2R/2R
e do 677T/677T (= 4,41; p=0,04) entre mées CONTROLE. Assim, a variante 2R quando
em homozigose, pode agir como um fator de protegfio contra o aparecimento de
aneuploidias (Tabelas 21 e 22). Foi detectado também um aumento significativo do
genotipo 2R/3R em mées que possuem dois alelos polimérficos para a MTHFR
(= 6,48; p=0,01).

Resultados
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Tabela 21 - Comparagio dos gendtipos de TYMS e MTHFR entre casais CASO e

CONTROLE 1.
MTHFR
2 1 Auséncia de polimorfismos
polimorfismos polimorfismo
X ) L@ OR
TYMS NCASO/N NCASO/N NCASO/N
(C 95%) (C 95%) (IC 95%)
CONTROILE 1 CONTROILE 1 CONTROLE 1
4,41 (0,04)* 0,14 0,76 (0.38) 0,64 0,57 (0,37)* 0,52
ZR/IR 1/7 (0,01-1,18) 711 {0,20-1,95) 2/4 {0,06-3,46)
6,48 (0,01) 6,18 0,06 (0,81) 0,90 1,57 (0,19)* 2,81
MAES ZRI3R 102 (1,19-42.87) 13/15 0,36-2,27) 52 (0,46-21.89)
3,73 (0,05) 0,28 1,62 (0.20) 1,75 0,23 (0,46)* 1,45
SRR 310 (0,06-1,21) 16/11 (0,68-4,52) 4/3 (0,26-861)
TOTAL 13,15(0,003) 1,94 (0,38) 1,91 (0,38)
JRAR 0,46 (0,38)* 0,61 0,15 (0,50)* 0,74 2,43 (0,17)* 0,0
3/6 (0,11-2,94) 3/5 (0,13-3,82) 0/3 (0,0-2,83)
0,02 (0,8%) 1,07 0,44 (0,51) 0,74 1.30(0,24)* 2,65
PAIS 2RI3R 10/12 (0.38-2,96) 10/16 (0,28-1,%6) 4/2 {0,39-21,86)
1,74 (0,19) 1,80 0,07 (0,80) 0.87 0,12 (0,50 1,29
3RIR 12/4 (0,66-5,42) 7/10 (0,27-2,73) 4/4 (0,25-6,52)
TOTAL  1,54(0,46) 0,04 (0,98) 3,62 (0,16)
3,82 (0,05 0,33 0,73 (6,39) 0,70 2,19 (0,12)* 0.32
IRIR 4/13 (0,09-1,14) 10/16 (0,18-1,72) 27 0,04-1,72)
SRR 2,47 (0,12) 1,79 4,39 (0,53) 0,82 2,89 (0,09) 2,74
CASATS 20/14 (0,81-398) 23/31 (0,43-1,58) 9/4 (0,74-10,92)
IRBR 0,08 (0,78) 0,90 0,76 {0,38) 1,34 0,31 (0,58) 1,35
15/19 (0,41-1,98) 23/21 (0,66-2,70) 8/7 (0,43-4,29)
TOTAL 5,76 (0,18) 1,51 (047 4,74 (0,27)

*=Fxato de Fisher

Ne= numero de individuos utilizados para cada analise.
Em negrito: valores estatisticamente significativos

Em itdlico: valores limitrofes

Resultodos
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Tabela 22 - Comparacio dos genotipos de 7YMS e MTHFR entre casais CASO e

CONTROLE 1, levando em consideracéio todos os gendtipos possiveis.

TrYMs
2ZRI2R 2R/I3R 3R/3R
MTHFR *L @) OR Fl2) OR P2 OR
NCASO/N NCASO/N NCASO/N

CONTROLE 1 (c9s%) CONTROLE 1 ac %) CONTROLE 1 ac 55%)

677T/6TIT 4,41 (0,04)* 0,0 235(0,i1)* 2,81 0,31 (0,58) 1,41
0/5 {0,0-1,33) 3 (0,64-14-10) 6/5 (0,37-5,51)

67TT/IN 2,99 (0,08) 0,33 0,84 (0,36) 0,67 0,66 (0,42) 1,39
3/10 {0,07-1,34) 9/15 {0,26-1,71) 15/13 (0,59-3,27)

677T{1298C 0,17 (0,46)* 0,76 2,34 (0,13) 2.10 0,15 (0,70) 0,83
4/6 {0,18-3,16) 12/7 (0,74-6,16) 8/11 (0,29-2.33)

1298C/1298C 1,74 (0,28)* 0.0 1,42(0,23)* 0,28 0,74 (0,37)* 0,38
072 (0,0-4,72) 1/4 (0,01-2.74) 1/3 (0,02-4,17)

1298C/N 0,31 (0,58) 1,37 0,0 (0,96) 1,01 0,09 (0,76) 1,17
76 {0,40-4,78) 14/16 {0,44-2.32) 8/8 {0,38-3,57)

N/N 2,19(0,13)* 0.32 2.89 (0,09 2,74 0,31 (0,58) 1.35
2/7 (0,04-1,72) 9/4 (0,74-10,92) 8/7 (0,43-4,29)

TOTAL 743 (6,19 8,19(0,15) 1,76 (0,88)

*=Exato de Fisher

N= niimero de individuos utilizados para cada analise.

N= auséncia dos polimorfismos analisados

Em negrito: valores estatisticamente significativos

Em italico: valores limitrofes
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' 5.6.2- MTHFR X CBS

Quando se analisa a distribui¢iio genotipica de MTHFR, com relago a presenca
ou auséncia dos polimorfismos de CBS, foi verificado um aumento da freqiiéncia do
homozigoto 1298C/1298C em individuos CONTROLE sem polimorfismo da CBS
(%= 4,56: p=0,03) (Tabela 23).
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Tabela 23 - Comparagio dos genétipos de CBS e MTHFR entre casais CASO e

CONTROLE 1.
CBS
1 Auséncia de
polimorfismo polimorfismos
2 2
p )] OR yal OR
MTHFR NCASO/N o NCASO/N o
CONTROLE 1 (C95%) CONTROLE 1 (IC95%)
0.24 (0,54)* 3 (0.42)*
G67TTI6TIT 2 f /2 ) 0,55 0,02-8,04) 03 SS ) 0,65 (0,12-3,33)
2,36 {0,13)* 04 (0,84
§7TIIN 36 (0.13) 0,21 (0,01-1,94) 0.04 (0.84) 1,08 (0.47-2,50)
175 18/19
0.24 *
67TT/1298C 2 1(?2’54) 0,55 (0,02-8,04) 0’00852’99) 0,99(0,32-3,07
- L13({047)* 1, *
MAES 1298CH298C 047) - 82 027) .00 (0,04,58)
140 o2
0.29 {0.44)* 0,57(045)
1298C/N a3 1,52 {0,27-5.04) 131 1,41 (0,53-3,76)
0,24 (0,54)" .60 (0,44
NIN 24 (0.54) 0.55 (0,02-8,04) 0.60 (0,44 1,51 (0,47-4,91)
12 9/7
TOTAL 3.91(0,56) 2.97(0,71)
0,61 (0,42)* 49 (0,35)%
GTTTIETIT 61 2(/; y 2,55 (0,17-73,18) 0 96(2_35) 1,56 (0.696,35)
0,05 (0.,60)* 1,54 (0,22)
677N 1,25 ¢0,12-13.0 \16-1,
Py 25 (0,12-13,02) /13 6,52 (0,16-1,63)
> 0 4 ¥ »
67TT/1298C 106 (0.24y 1,98 {0,46-8,95) 0,29 (0.60) 1,30 (0,45-3,77)
6/4 10/10
.81 (0,55)* 5 401
PAIS 1298C/1298C 081 ; " ) 0,00 (0,00-21,88) 2751{240) 0,19 (0,01-1,70)
0,02 {0,70)* .07 (0,80
1298C/IN : " ) 1.25 (0,047,04) GO;}‘(,?S ) 0.89 (0,34-2,33)
0,02 (0,70)* 0,19 {0,
NN E(l . ) 1,25 (0.0-47,04) 7‘{266) 1,28 (0,37-4,44)
TOTAL 1,56 (0,91} 4,65 (0,46)
0,04 (0,58)* 02 (0,
&§1TII6TIT ©.58) 1,18 {0,19-7,50) 0:02(0.50) 1,06 (0,38-2,97)
373 9710
1,07 (024)* 06.28 (0,60}
§7TI/N 0,49 (0,10-2,17 L85 (0,45-1,
Py 9 (G 173 24552 0,85 (0,45-1,62)
0.35(0,56) 0.13 (0,72}
&77T/1298C A0 (0,414.8 L14 {0,53-2,
6 1,40 (0,414,86) 1815 1,14 (0,53-2,42)
0,01 (0,70)* 03)*
CASAIS  1298C/12938C ;/1 0 1,18 (0,0-43,63) 4’563):3) 0,14 (0,01-1,12)
0.35 (0,40)* 0.11 {6,74)
1298C/MN y X
s 1,49 (0.34-6.31) 24726 111 (0,57-2,16)
. 0,07 (0,58)* 0,75 (0,39
N/N 09- ’ -
213 0,78 (0,09-5,86) 16114 1.40(0,61-322)
TOTAL 1,80 {0,88) 548 {036)

*=Fxato de Fisher
N= nimero de individuos utilizados para cada andlise.
N=auséncia dos polimorfismos estudados

Em negrito: valores estatisticamente significativos

Resuliados
95



5.6.3 - TYMS X CBS

Na comparacdo entre T7YMS ¢ CBS, foi detectada uma diferenca significativa na
distribui¢do dos gendtipos da TYMS, com relagio as mées com 1 alelo polimérfico para a
CBS (x'= 8,56; p=0,03). Essa diferenga ocorreu devido a uma diminuigfio da freqiiéncia do
homozigoto 2R em mées de individuos com aneuploidias, associado a2 um polimorfismo da
CBS ()= 4,73; p=0,04) (Tabela 24).
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Tabela 24 - Comparagfo dos gendtipos de TYMS e CBS entre casais CASO e

CONTROLE 1.
CBS
1 Auséncia de
polimorfismo polimorfismos
z 2
y i} OR y o)) OR
T¥MS NCASO/N N CASO/N
(IC 95%) {C 95%)
CONTROLE 1 CONTROLE 1
2R12R 47 (00 0,0 (0,0-1,25) 154021) 0,58 (0,22-1,50)
0/5 T 10/17 ’ ’
2,19 (0,12)* 1,78 (0,18)
. 2R/3R 2,78 (0,60-14,4) 1,69 (0,73-3,96)
MAES 7/3 21/16
3R3R 2420137 0,21 (0,01-1,92) 031(0.38) 1,24 (0,54-2,84)
s T 20/19 7
TOTAL 8,56 (0,03) 2,51(0,29)
0,04 (0,61)° 2,22 (0,14)
2R2R 0,84 (0,09-6,51) 0,41 (0,10-1,51)
213 411
2,02 (0,14)* 0,84 (0,36)
2R/3R 2,74 (0,57-14.71) 0,70 (0,31-1,60)
PAIS 6/3 17127
3RA3R 0.12 (0,507 1,29 (0,25-6,56) 116(02%) 1,54 (0,65-3,62)
4/4 7 ’ 19/18 oA
TOTAL 1,03 (0,60) 2,98(0,23)
2R12R 286 (0.08)" 0,28 (0,04-1,46) 333007 0,53 (0,25-1,11)
2/8 T 14/28 ’ "’
3,31 (0,07) 0,03 (0,85)
2R3R 2,50 {0,83-7,79) 1,05 (0,59-1,86)
CASAIS 12/6 38/43
0,04 (0,85) 1,22 (0,27
3R3R 0,90 (0,29-2,76 1,36 (0,76-2,42
79 (0.29-2,76) 39/37 ©.76-242)
TOTAL 5,77(0,18) 3,60 (0,17)

*=Exato de Fisher

N=nlmero de individuos utilizados para cada andlise.

Em negrito: valores estatisticamente significativos
Em itdlico: valores Emitrofes
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6 - DISCUSSAO
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6.1 - ASPECTOS GERAIS

A instabilidade cromossdmica ¢ de grande interesse ndo sé por estar ligado a
sindromes clinicamente importantes e perdas gestacionais, como também por desermpenhar
um papel importante na patogenia do cancer. Desde a identificagio da primeira trissomia
humana, a mais de 40 anos, muitos esforgos tém sido feitos para elucidar fatores que

influenciam a taxa de ndo-disjungio cromossémica na espécie humana.

Exceto pela bem estabelecida relagio entre a idade materna avangada € a
ndo-disjuncdo, pouco se sabe sobre fatores que possam estar associados a instabilidade

cromossomica.

Estudos recentes tém relacionado a extensio da metilacdo do DNA com a
instabilidade cromossémica. O DNA utiliza a AdoMet como doadora de grupos metil e a
disponibilidade dessa molécula ¢ garantida pelo metabolismo do folato. Assim, estudos
relacionando o metabolismo com o surgimento de aberra¢Ges cromossdmicas tém trazido
muitas contribui¢des. A associagio da instabilidade com o metabolismo, tanto no nivel
nutriciopal como genético, tem sido demonstrada em células somadticas no estudo de

canceres e em células germinativas no estudo de mies de individuos com aneuploidias.

6.2 - MTHFR

A enzima MTHEFR € uma enzima chave do metabolismo j4 que disponibiliza o
5-metilTHF, substrato importante na formaciio da Met e conseqgiienternente da AdoMet.
Dois polimorfismos que levam a queda da atividade dessa enzima, o 677C—T e o 1298
A—C, tém sido relacionados com o nascimento de individuos com sindrome de Down
(SD). Num estudo realizado por JAMES et al. (1999) utilizando mies de criancas com SD,
foi encontrada uma associagic com a variante 677T. Essa associacBo fol significativa
quando comparado o gen6tipo heterozigoto entre as mies e controles. JAMES et al. (1999)
concluiram que a associagio com o gendtipo homozigoto para o polimorfismo nfio foi
verificada por causa do tamanho da amostra e sugeriram que a possivel explicacio para a

predominéncia do gendtipo heterozigoto seria que a viabilidade fetal poderia ser menor em
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mées homozigotas 6771/677T. Um estudo realizado por GRILLO et al. (2002) com mies
de individuos com SD, verificou que o gendtipo heterozigoto composto (677T/1298C) tem
uma associagfo significativa com o surgimento dessa aneploidia. Esse achado completa o
estudo de JAMES et al. (1999), uma vez que pode explicar a alta freqiiéncia de
heterozigotos 677T encontrados em sua amostra. Outras aneuploidias foram associadas a
variante 677T do MTHFR, como a Sindrome de Edwards (trissomia do 18)
(HASSOLD et al,, 2001} e a sindrome de Turner (SANTOS, 2002).

A utilizaciio de mies como modelo ¢ bastante difundida uma vez que em cerca
de 95% dos casos de trissomia livre, a nfo-disjuncio é de origem materna. Neste estudo, a
associagio entre polimorfismos da MTHFR e o surgimento de aberragdes cromossdmicas
nfo foi detectada entre mies, porém foi significativa entre pais de gendtipo heterozigoto
composto (677T/1298C). Esse resultado contrasta com os previamente publicados que
implicam uma contribui¢do substancial do polimorfismo materno nas aberragdes
cromossOmicas (JAMES et al., 1999; HASSOLD et al., 2001; GRILLO et al., 2002).

Foi verificado em nossa amostra através do calculo de ‘odds ratio’ que existe
uma chance 2,5 vezes maior de se encontrar o genotipo heterozigoto composto
(6771/1298C) entre pais de individuos com aneuploidias que em pais de individuos
normais. Em outras palavras, hi aumento de 2,5 vezes no risco de aparecimento de

gestagdo com aberragfio cromossOmica entre pais que possuam esse genoétipo.

E importante ressaltar que essa associaglio foi detectada em grupos de origem
étnica diferentes. Enquanto no CASO a porcentagem de negroides é de 1,92%, no
CONTROLE 2 essa porcentagem ¢ de 20,1%, ou seja, aproximadamente 10 vezes maior.
Assim essa diferenca pode estar refletindo uma variagio étnica. Um estudo realizado por
ARRUDA et al. (1998), identificou uma importante diferenga na prevaléncia do alelo 6777
em diferentes grupos étnicos brasileiros. Esse alelo é significativamente mais fregiiente em
brasileiros de origem caucaséide, quando comparado aos de origem negroide (p<0,001).
Porém o alelo 1298C nfo fez parte desse estudo limitando o conhecimento sobre a
distribuicdo do gendtipo heterozigoto composto nos diferentes grupos étnicos brasileiros.
Em nossa amostra, contudo, foi verificado um aumento significativo do genétipo
heterozigoto 677T (677T/N) no grupo CONTROLE 2, cuja freqii€ncia de caucaséides é
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menor que no grupo CASO, dados esses que de certa forma nfio corroboram os resultados
encontrados por ARRUDA et al. (1998). Assim, uma vez que essa associagdo pode de fato
significar uma contribuigio paterna importante na etiologia das aberracfes cromossdmicas,

maior ateng&o deve ser tomada ao genétipo paterno em estudos subseqiientes.

Foi também verificado um aumento significativo do gen6tipo 1298C/N entre
mées de embriGes aneuploides. Essa associagio mostra uma influéneia do polimorfismo no
aparecimento de gestagio com aberragBes cromossdmicas, que deveria ser mais acentuada
em individuos homozigotos. E provével que ¢ tamanho amostral tenha prejudicado essa

verificagéo.

Quando analisamos separadamente casais cujas gestacOes apresentavam
trissomia do 21, nenhuma associagdio significativa como os genétipos do MTHER foi
detectada.

6.3 - CBS

A CBS ¢ outra enzima importante, pois tem papel fundamental na remogio da
Hei plasmética, levando a preservagdo da metilacio do DNA. Uma vez que alguns
polimorfismos no gene CBS levam a uma deficiéncia da enzima e conseqiiente aumento da
Hei po plasma, POLLICE (2003) estudou a participagio desses polimorfismos no
surgimento de aberragdes cromossdmicas. Nesse estudo utilizando mées de portadores de
SD e portadoras de sindrome de Turner, foi levantada a prevaléncia de 3 polimorfismos
freqiientes da CBS (844ins68, 1278T e G3078S), bem como uma possive] associagdo com as
variantes 677T e 1298C da MTHFR. POLLICE (2003) n#io detectou associagiio
significativa entre polimorfismos da CBS e o surgimento dessas anormalidades
cromossdmicas bem com ndo identificou contribuiciic interativa entre as variantes das duas
enzimas. Em nossa amostra foi detectado um aumento significativo do polimorfismo
G307S entre casais cujas gestacBes apresentavam aneuploidias (p<0,01). Esse
polimorfismo nfio foi encontrado entre os individuos do grupo controle. Porém esse alelo
fo1 pouco freqiiente e um aumento do tamanho amostral podem trazer maior confiabilidade

nesse resultado.
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Neste estudo, o polimorfismo 844ins68 sempre se apresentou com ‘cis’ com o
polimorfismo 1278T, tanto em CASO como em CONTROLE. Segundo TSAI et al. (1996),
tal fato faz com que esse alelo nfio cause alteragfio na atividade da enzima, uma vez que a
inser¢do leva a formacdo de um sitio de ‘splicing® alternativo que acaba por remover o
polimorfismo 1278T. Como o polimorfismo 1278T isolado foi pouco freqiiente na nossa
amostra, esse efeito ndo pdde ser verificado. Porém foi detectada uma diminuicdo do
gendtipo [278T+844ins68/N entre as mies CASO. Dessa forma, esse gendtipo parece estar
agindo como fator de protecio na nossa amostra. Assim, em nossa amostra, esse resultado
parece reforgar a idéia de que esses polimorfismos organizados em ‘cis’ de fato nfio levam
a alteragfo da atividade da CBS, pois se isso ocorresse deveria ser encontrado com maior
freqiéncia entre CASO do que entre CONTROLE.

Quando analisamos separadamente casais cujas gestagSes apresentavam
trissomia do 21, nenhuma associagfo significativa como os genétipos do CBS foi detectada.

6.4 -TYMS

A TYMS ¢é uma enzima que garante o processo de reparo e sintese de DNA,
utilizando como substrato ¢ 5,10-metilenotetrahidrofolato, competindo dessa forma com a
MTHFR (TRINH et al., 2002). A variante polimérfica 3R da 5"'UTR confere um aumento
na atividade da enzima. Essa variante j& foi previamente ligada ao aumento de Hci
plasmatica, porém estudos relacionando com aberragdes cromossdmicas ndc foram
realizados.

No presente estudo foi detectado uma distribuigio genotipica
significativamente diferente entre maes de embrides com aneuploidias e o grupo controle
(p<0,05). Essa diferenga € explicada nesse grupo por um aumento no genétipo heterozigoto
2R/3R (p=0,04) ¢ uma diminui¢io na freqiiéncia do gendtipo homozigoto 2R (p=0,03). A
analise de regressdo logistica demonstrou que o genétipo materno 2R/3R é um fator de
risco importante no surgimento de aberragfes cromossdmicas uma vez que tem 3,2 vezes

mais chance de ser encontrado em mées CASO que em mies CONTROLE. Assim, esse é o
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primeiro estudo que relaciona as variantes da TYMS como fator de risco
independente para o surgimento das aneuploidias. O aumento da atividade da enzima
TYMS faz com que o 5, 10- metilenoTHF seja removido do plasma com maior eficiéncia
(TRINH et al., 2002), fato que por um lado melhora a qualidade de sintese e reparo de
DNA (EICHHOLZER et al,, 2001; BROWN et al., 2004), mas por outro leva ao prejuizo
da producdo de 5-metilTHF pela MTHFR ¢ conseqiientemente pode interferir nos niveis de
homocisteina ¢ na metilagio do DNA. Assim, esperava-se encontrar uma freqiiéncia maior
do genétipo 2R/2R entre controles, pois ele agiria como protetor e um aumento na
fregiiéncia da variante 3R entre casais cujas gestagGes apresentavam aneuploidias. Os dados
levantados nesse estudo corroboram essa hip6tese, apesar de ndo ser detectado um esperado
aumento na freqiiéncia do gendtipo 3R/3R que caracterizaria um aumento mais acentuado
da atividade da enzima (p=0,08). Isso pode ser explicado pelo tamanho da amostra que
pode ndo ter sido suficiente para detectar tal variacio.

Quando mies de embribes com trissomia do cromossomo 21 foram analisadas
separadamente, o efeito protetor do genétipo 2R/2R também foi detectado (p<0,03).

6.5 - INTERACAO ENTRE AS ENZIMAS MTHFR, TYMS E CBS

As enzimas TYMS e MTHFR competem pelo mesmo substrato. Dessa forma,
quando a MTHFR est4 com atividade baixa, urna variante vantajosa da TYMS provocaria
um efeito mais acentuado nos niveis plasmaticos de Hei e AdoMet e conseqiientemente na
etiologia das aneuplodias. Neste estudo, foi verificado um aumento significativo na
freqiiéncia do gendtipo 2R/2ZR em mies CONTROLE com dois polimorfismos no gene
MTHFR (p<0,05). Esse resultado pode ser entendido da seguinte forma: o genétipo que
confere a TYMS um cardter menos vantajoso (2R/2R) pode ser um fator protetor em mies
que possuam a MTHFR de baixa atividade. De fato, uma remocgfio menos eficiente de 53,
10-metileno-THF pela TYMS faz com que aumente a disponibilidade de substrato para a
reagdo da MTHIR.
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O gendtipo 2R/2R parece também conferir protecdo em mulheres que possuem
um polimorfismo no gene CBS em nossa amostra, uma vez que essas condi¢cdes foram
verificadas com maior freqtiéncia no CONTROLE (p<0,05).

Outra associagdio detectada foi entre o homozigoto 1298C da MTHFR e a
auséncia de polimorfismo da CBS. Foi identificado um aumento na freqgiiéncia desses
individuos no grupo CONTROLE. Teoricamente a combinaciio de gendtipos que levam a
queda da atividade da MTHFR e a deficiéncia da CBS deveria estar associada ao
surgimento de aneuploidias, porém a amostra pode ter sido pequena para detectar essa

variagdo.

Naéo foi possivel detectar a interagdo entre todos os polimorfismos analisados
uma vez que a vasta distribui¢dio genotipica acaba por diminuir muito o poder da anilise.
Assim uma amostra maior que aumente a incidéncia em cada genotipo pode aumentar o

poder de detecgiio de interagdes.

6.6 - CONSIDERACOES FINAIS

Como a metilagio do DNA ests relacionada a um metabolismo regido por
varias etapas bioquimicas catalisadas por diferentes enzimas, com participagio de
nutrientes obtidos através da dieta, é de se esperar que exista uma interagdio gene-gene,
gene-ambiente que confere a esse processo wm cardter multifatorial. Pode existir, portanto,
fatores que contribuam mais e fatores de menor impacto. Sendo assim, o aumento do
tamanho amostral pode aumentar o limite de deteccio do método e pode trazer

contribuicSes importantes no estudo da etiologia da néo-disjuncio cromossdmica.

Em muitos estudos a associagfio de variantes das enzimas com o aumento de
Hci plasmético e com o surgimento de aberragdes cromossdmicas, € somente detectada em
individuos com dieta pobre em folato. Isso leva a sugerir uma forma simples de controlar os
efeitos dos polimorfismos desvantajosos. E interessante citar sobre esse aspecto que no
Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitdria (Anvisa), em virtude dos beneficios ja

conhecidos do 4cido folico, publicou em dezembro de 2002, uma resolucdo que determina a
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adicdo de 150 pg de acido folico para a fortificagiio das farinhas de trigo e milho, em um
prazo de 18 meses. Assim, se de fato as variantes enzimdticas desvantajosas levam a
ndo-disjuncdo cromossomica que é um mecanismo que gera embrides incompativeis com a
vida, o aumento de suprimento de acido folico que supriria o efeito dessas variantes pode

em longo prazo alterar as freqiiéncias alélicas.
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7 - CONCLUSOES
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As conclusBes que chegamos através desse estudo, com relacio 3 nossa

amostra, foram:

1. As distribuigbes genotipicas do MTHFR, do CBS e do TYMS encontram-se
em equilibrio de Hardy-Weinberg entre individuos do grupo CASO e
CONTROLE.

2. Foi encontrada uma associagdo significativa do gendtipo paterno
heterozigoto composto do gene MTHFR (677T/1298C) e o aparecimento de

aneuploidias.

3. Fol encontrada uma associagdo significativa do genétipo homozigoto 2R/2R
do TYMS e a protecdo contra o aparecimento de gestagies com trissomia do
21 e outras aneuploidias. Essa protegio ¢ significativamente associada a
gendtipos homozigotos para os polimorfismos do MTHFR e 6
significativamente associada a gen6tipos heterozigotos para polimorfismos

do CBS.

4. Foi encontrado um aumento de 3.2 vezes no risco de surgimento de
gestagdes com aneuploidias entre mies com o genétipo 2R/3R do gene
TYMS.
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ANEXO 1

m COMITE DE £TICA EM PESQUISA

F— &4 Caica Posial 6111
%.\ 13083570 Campings, 5P
LENICAMP £ (0__19} 3758-8936
fax (0__19) 3788-8925
R pep@head fomunang. br
UFEP. 1504403
mpo 1)

PARECER PROJETO: N° 067/2003
l-DENTIFICACAO:

PROIETO: “OETERMINACAD DA INFLUENCIA DE MUTACOES EM ENZIMAS
PARTICIPANTFS DO METABOLISMO DO FOLATO NA FORMACAO DE
EMBRIOES COM ARFRRACOES COMOSSOMICAS™

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Luciana Cardoso Bonadia

INSTTTUICAD: Depariamento de Gendtica Médica-FCM-UNICAMP

APRESENTAC A AQ CEP. 06/03/2003

APRESENTAR RELATORIO E£M: 150903 ¢ 1504404

I - OBJETIVOS

O objetive dessa pesquisa €, através de um estude de associugEo, determinar se 2
presenca de algumms mutagdes nas envamas metitenotetshidrofolato redutase (MTHFR) ¢
Cistationina B sintase (CBS). participantes do metabolismo do folatn. estio envolvidas na
n3o-disjme@o cromossdmica durantc 2 meiose ou mitose.

71 - SUMARI)

Tendo como welerdncia o Banco de Dados do dr. Walter pinto Jr., sohse cases de
aberragics cromessbmivas, ¢ com 0 grupo continle, casals com diagnéstico pre=natal ou
exame cilopemético em aborlo, com resultados normais, 0s pesguisadores pretendem
determinar se mnlaghes presentes nos penes que cudificam essas enzimias, podem ser um
fator de risco para 3 ndc-disjongio cromossamica Puaru rsso, serSo analisados pais cufas
gestagbes apreseniem anormalidades cromossdmicas. 0 métade utilizado sera reagho em
cadeiz da polmerase seguida de dipestfio enzimitica. A amostra sevd de 200 casaws.

1y - COMENTARIOS DOS RELATORES

Trabalho bem estturade. com os duis wwmos de consentimenta claros ¢ doscordo
COMD 25 TIOTIAS, Procurs juntar wsforgos a outras pesquisas na ane, que objenvam
deieimisar faioses que influenciam a texs de nio-disjuncio,

i33



¥ - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Cidouius Médicas da UNICAMP,
apés gcalar o5 parcoeres dos membros-relatores previamente designados pama o presente
case ¢ stendendo lodos os dispositivos das Resolughes 196/96 e 251497, bem como ter
Sprovade o Termo do Comservimento Livie ¢ Faclarecido, assim como todos o8 anexos
incluidos na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protovolo de Pesqguisa supracitado.

¥1 - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeite da pesquiza tem a libentade de wousar-se u parlichpar ou de retivr sen
consentimenta em qualquer fase da pesquisa. sem penalizagio alguma ¢ sem prejuizo 80
seu cuitdo (Res. ONS 196/ -~ hem V1D ¢ dove receher uma cépia do Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarecudo, na inleera, por ele assinado (lem 1V 2.d)

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo
apravado ¢ descontinuar o estndo somente apés analise das medes da descontinuidade pelo
CEFP que o aprovou {Res. TNS hem L1 .5, excolo quando perceber risco ou dano niio
provisto ao sujeito participante cu quando constatar a supaivndade do regime oferecido 1
uin Jos prupns de pesquisa flem V.33

O UEP deve sor informado de fodos os efeitos adversos ou fatos relevantes que
dlterem o cursc nonmal do estudo (Res. ONS Hem V.4.). E papel do pesqumsador asscgurar
medidas imedisins adequadas frente 2 evento adverso grave ocomido (mesmo gue renhe
sido sm oulro cento} @ enviar notificagio ae CEP ¢ 4 Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria ANVESA - junto com seu posicsonamento

Eventuais modificagBes ou emendas ao protocole devem ser apresentadas a¢c CFP
de fowma clam ¢ sacinm. identificando a pante do protocole a ser modificada e suus
Justificativas, Em caso de projeto do Grupo [ ou I apresentados snicriormente & ANVISA,
o pesquisador ou patrocinador deve envid-las também 4 mesma Junlo com o parecer
aprovalang do CHEP, para scrom juntadas an pretacolo imicial {Res. 25197, em 111.2.¢)

Relatdrios parciats e final devem ser apresentados ao CEP, de scordo com o5 prazos
estabelecidos na Resolugiio UNS-MS 196/96,

Atencio: Projetos de Grupe § serdio encaminhados 3 CONEP ¢ 56 poderdo ser
iniciados ap6s Parecer gprovatorio desta.

Yl - DATA DA RELUNEAG

Homelogade na I Reunidoe Ordinariz di CEPFUM, om 15 do abril de 3003,

P
Profa. Carm
PRESIDHNTE DO COMITE DE rric,s. EM PESQUISA
FOM 7 LINICAMP

Anexos
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ANEXO 2

MINISTERIO DA SAUDE
Gonaetho Macions de Salde
Comissde Noclonsl de Etics em Pestgquise - CONER

PARECER N.° 1121/2003
Registro CONEP: 7653 (Ests n." deve ser sitado nas comespondinelas refsraniss & eate projeto }

Registro CEP: 67/2003 Procesaao n.* 25000.038156/2003-45
Projeto de Pesquisa: ~ Dgterminacdo da infidncia de mutagbes em enzimas
participantes do metabohising do folalo ra formagac de embrides com aberragdes
cromossomicas.”
Pasquisador Responsavel: Dr ® Luciang Cardoso Bonadia
Institulgao: UNICAMP / 5S¢ '
Arsa Tematlca Eypecial : Genética Humana
Ap se proceder A analive das raspostas ao Parscer 856/7003, relativo ao
projcio om quesiao, considorou-se que
8) foram alendidas as solicliagoes do refendo pearecer;
b} o prosto peaégche 08 requisitos fundarwentais da Resolugac ONE
196/56 sobwe Dirctrizes & Normas Regularentadoras de Pesquisas  Envuivendo
Seres Humanos
J
&} u projate M apeovado pelo Comad de Eticed e Mesquisa de
instituigiae supracdasia .
Diante do exposio, « Comissao Nacionai de Etica em Pesquisa -
CONEP, de scorde ¢omn as atribuicoee definidas na Resolugac CNS 18696,
manifesis-se pela aprovagas do projeto de pesquiss proposio.

Huagae @ Pogew aprovado

Braghn 23 de pung de 2003

W7
,,g:g,-{/ Pprs Mz,

Wil LIAM SAAD HOSSNE
Cog denador oa CONER/ONSME
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ANEXO 3

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Departamento de Genética Médica

.\1

/N
"i;\s-

[
=z
D
4
=
T

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titalo do projeto: Estudo de associagio entre mutagdes em genes que codificam enzimas participantes do
metabolismo do folato e a formagfo de embrides comn aberracies cromossémicas.

Pesquisadores: Luciana Cardoso Bonadia, Carmen Silvia Bertuzzo e Walter Pinto Jimior.

Telefones para contato: (019)3788 8904, 3788-8902, 3788-8907.

OBJIETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidado (a) a participar de um projeto de pesquisa envolvendo casais que
tiveram gestacBes cujos fetos apresentaram alteragdes no nimero ¢ forma dos cromossomos. O objetivo geral
do estudo ¢ verificar 0 envolvimento de alteragdes em alguns genes responsaveis pelo metabolismo do folato
(vitamina). Para o estudo serfio avaliados casais que apresentaram gestacBes com alguma anormalidade
cromossdmica e casais que tiveram gestagbes normais. O sigilo serd mantido em todo o estudo através da
utilizagdo de um nimero de codigo para a identificagfio dos individuos participantes.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores participantes fardo
perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e familiares. Sera colhida uma amostra de sangue
venoso (7 ml, o equivalente a cinco colheres de sopa). A partir desse sangue, sera extraido 0 meu DNA, que
serd guardade no Laboratério de Genética Molecular para eventuais projetos que ajudem 2 identificar
possiveis causas de nascimentos de criancas com alteragBes cromossdmicas. Qualquer estudo que venha a ser
feito com esse material, devera primeiro ser autorizado pelo Comité de Etica e pela Comissio Nacional de
Etica em Pesquisa. Em eventuais novos projetos a serem realizados com material coletado, os resultados serdo
fornecidos aos sujeitos de pesquisa e a orientaciio genética serd realizada pelos pesquisadores.

RISCO E DESCONFORTO:

Uma coleta de 7 mi de sangue venoso sera efetuada. Os riscos associados a esse procedimento sio
minimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no Iocal da coleta do sangue. O desconforto sera
minimo, pois s¢ trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do brago que ser4 realizado por profissional
treinado e devidamente habilitado para realizar esse procedimento.

VANTAGENS:

Eu entendo que ndo obterei nenhiima vantagem direta com a minha participagio nesse estudo, a nio
ser o aconselhamento genético para esta deficiéncia, caso eu a possua. Fui informado que se for detectada
alguma alteragio génica, serei imediatamente comunicado, sendo que todas as conseqliéncias serfio
devidamente explicadas e meus parentes proximos, se for indicagio médica, poderdio realizar o exame.
Qualquer divida ou informacfio poderei contatar 2 UNICAMP no tel. (019) 3788-8902 (Luciana Cardoso
Bonadia).

SIGILO:
Eu entendo que toda informacdo médica, assim como os resultados dos testes genéticos decorrentes
desse projeto de pesquisa, serdo submetidos aos regulamentos do sigilo da informacio médica. Se os
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resultados ou informagses fornecidas forem utilizados para fins de publicaciio cientifica, nenhum nome sera
utilizado.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL: )
Em caso de recurso, dividas ou reclamagies contatar a secretaria do Comité de Etica da Faculdade
de Ciéncias Médicas-UNICAMP, tel. (019) 3788-8936.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a minha participagio ¢ voluntaria e que eu posso me recusar a participar ou retirar
meu consentimento ¢ interromper a minha participagiio no estudo a qualquer momento (incluindo a retirada da
amostra de sangue) sem comprometer os cuidados médicos que recebo atualmente ou receberei no futuro no
HC-UNICAMP.

Eu confirmo que o (a) Dr. (a) explicou-me o objetivo do
estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e os riscos ou desconfortos advindos desse projeto de
pesquisa. Eu i e/ou me foi explicado, assim como compreendi esse formulario de consentimento e estou de
pleno acordo em participar desse estudo.

Nome e RG participante (ou responsavei)

Assinatura do participante (ou responsavei) Data

Nome e RG participante (ou responsével)

Assinatura do participante (ou responsavel) Data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a
© objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos que poderio advir do estudo, usando o
melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma cépia desse formulério de consentimento
2o participante ou responsavel.

Nome e RG do pesquisador

Assinatura do pesquisador Data

Anexos
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ANEXO 4

Resultados encontrados apds andlise dos polimorfismos no grupe CASO, onde M=mie; P=pai; 0=auséncia do

polimorfismo; 1=presenca do polimorfismo em heterozigose e 2=presenca do polimorfismo em homozigose.

CBS

4 rep |844ins68| 1278T | G307S

TYMS

3rep

2 rep

1298A>C

677C>T

0

Cariétipo

Frissomiz 13 | P

Trissomiz I8 | P
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TErissomia 18

(continuagdo)
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M

M

Trissomia 23

{continuacio)

Trissomia 14 | P

Trissomiza 16
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ANEXO 5

Resultados encontrados apos andlise dos polimorfismos no grupo CONTROLE, onde M=miie; P=pai;

0=auséncia do pelimorfismo; 1=presen¢a do polimorfismo em heterozigose ¢ 2=presenca do polimorfismo em

homozigose.

G3078

CBS
2781

844ins68

4 rep

TYMS
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