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RESUMO

A Sindrome de Down (SD) é a mais frequente anodadé cromossémica em
nativivos e € causada pela presenca de um cromos8brextra. A prevaléncia € de
aproximadamente 1/600 nascidos vivos. Polimorfismo®s genes da
Metilenetetrahidrofolato Redutag®!THFR) e daMetionina Sintase RedutafdTRR),
enzimas centrais do metabolismo do folato que mfetanetilacdo e sintese do DNA,
podem ser fatores de risco para a ocorréncia deOBfetivo: Detectar as frequéncias
dos polimorfismos 677C >T e 1298A>C do geneMiBHFR e 66A>G do gene da
MTRRe associar com a ocorréncia de SD. Metodologia @&studo de caso-controle,
DNA gendmico foi isolado a partir de sangue peidteide 61 mées de criangcas com
SD, 56 afetados, 28 pais e 102 mulheres contrBbes estudo de corte transversal, 300
amostras de DNA pertencentes de individuos da pofal geral de Salvador foram
analisadas. Para andlise dos polimorfismos, foréhzadas as técnicas deCR e
RFLP. Resultados: No estudo de caso-controle, a frexgé&io alelo T, da mutacao
677C>T daMTHFR, foi de 0,24 entre as criangas com SD; 0,3 entrmé@ess e 0,25
entre os pais. A frequéncia do alelo C, da mutd¢@B8A>C daMTHFR, foi de 0,2
entre as criancas com SD; 0,16 entre as méaes egti60s pais. A frequiéncia do alelo
G, da mutacaMTRR66A>G foi de 0,33 entre as criancas com SD; OrfBEeeas maes
e 0,46 entre os pais. Entre as mulheres contradeiseqtiéncias dos alelos T, C e G dos
genes daMTHFR 677C>T, MTHFR 1298A>@ MTRR66A>Gforam de 0,25; 0,15 e
0,25, respectivamente. Comparando as frequéncditisaal das maes de criancas com
SD e com as controles, ndo foi observada diferesgtatisticamente significante,
sugerindo que neste estudo os polimorfismos inyadtis ndo influenciam na
ocorréncia da SD, bem como a idade materna nagesage fator de risco aumentado
para a SD, uma vez que a maioria dos filhos come@ih provenientes de maes com
idade materna inferior a 35 anos. No estudo dee doasihsversal, as frequéncias dos
alelos T, C e G dos genes MBHHFR 677C>T, MTHFR 1298A>@ MTRR66A>G
foram de 0,21; 0,26 e 0,28, respectivamente. Obsese que ao separar 0s pacientes
por sexo, houve uma tendéncia das mulheres corgossuirem o gendtipo mutante
para os polimorfismo#THFR 1298A>C eMTRR 66A>G e quando comparados 0s
grupos das maes observou-se risco aumentado paeen3LY vezes em maes caso para
0 genoétipo mutantMTRR66GG.

Palavras chave: Hipometilacdo de DNA; Sindrome d®wvi) trissomia do
cromossomo 21; &cido folicMTHFR, MTRR néo-disjun¢édo cromossdmica.



ABSTRACT

Down Syndrome (DS) is one of the most frequent losomal abnormalities in
humans and is caused by the presence of an extbanckome 21. Its prevalence is
approximately 1/600 live births. Genetic polymoighs inMethylenetetrahydrofolate
ReductasdMTHFR) andMethionine Synthase Reductd®TRR the central enzymes
in folate metabolism that affects DNA methylatiamdasynthesis may be risk factors to
cause DS. Objective: To deteMTHFR 677C>T, 1298A>C andTRR 66A>G
polymorphisms frequencies and associate with theo&$irrenceMethods:For case-
control studygenomic DNA was isolated from the peripheral bladdb1l mothers of
children with DS, 56 affected, 28 fathers and 168twm| women. For cross-sectional
study, 300 genomic DNA samples were analyR&Rand RFLP were used to examine
the polymorphisms. Results: ThMTHFR 677C>T mutation showed T allele
frequencies of 0.24 among DS children; 0.3 amoeg thothers and 0.25 among their
fathers. TheV THFR 1298A>C mutation showed C allele frequencies af&inong DS
children; 0.16 among their mothers and 0.16 amdwy tfathers. TheMTRR A>G
mutation showed G allele frequencies of 0.33 ambfgchildren; 0.35 among their
mothers and 0.46 among their fathers. Among contrminen, T, C and G allele’s
frequencies were 0.25, 0.15 and 0.25, respectivaiilen allele frequencies were
compared between control and DS mothers no sigmificlifference statistical was
observed what suggests that the studied polymarghisad no influence in DS as well
as maternal age suggests not be risk factor tadtbesder. In the cross-sectional study
the T, C and G allele’s frequencies were 0.21, (aRf 0.28 respectively. When
individuals were separated by sex, allelic freqienavere higher in women than in
men for the studied polymorphisms and women carhgher frequencies among
MTHFR 1298CC andMTR66 GG .When DS mothers was compared with contiagyr

it was observed a risk of 4,9 fold to DS in DS nestghthan in control.

Key words: DNA hypomethilation; Down Syndrome; ¢nisy of chromosome 21;
folic acid, MTHFR, MTRR
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1. Introducao

1.1 Trissomia do Cromossomo 21

A Sindrome de Down (SD) possui registro antigo iséohia do homem. Desde
0 século XV, pintores retratavam em seus trabathiemcas com caracteristicas desta
Sindrome. Além disso, outros registros puderanvegficados ao longo da histéria,
como por exemplo, no livro de Chambers, datado &&4,1no qual a SD é referida
como “idiota do tipo mongoldide” e ainda no mesréouto, outro autor, Eduard Seguin
a denominava como um subtipo de cretinismo classii-a como “cretinismo
furfurdceo”. Mas, somente em 1866, a SD teve remuniento como manifestacéo
clinica apés o trabalho publicado pelo médico gemlidohn Langdon Down, o qual
afirmava existirem ragas superiores as outrashusio desta forma a deficiéncia
mental as racgas inferiores. Além disso, a presdagaberculose nas mées das criancas
com SD foi considerada como fator etiolégico. Appdrabalho de Down, outros
trabalhos surgiram para elucidar esta Sindrome,me 1832, Waardenburg e
colaboradores sugeriram que esta Sindrome era daausevido a um distarbio
cromossomico. Finalmente em 1959, as equipes deJ®ome Lejeune e Patricia
Jacobs descobriram a presenca de um cromossomatral Eluitas denominacdes
pejorativas para a SD foram utilizadas como, p@ngdo, imbecilidade mongolodide,
crianca mal-acabada, cretinismo furfuraceo, dentrdras, inclusive o termo
mongolismo utilizado até o ano de 1961, que foiinéxt das publicagbes da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a partir d&b1§6ando passou a prevalecer a
denominacédo Sindrome de Down (SCHWARTZ-MAN, 1999).

Esta Sindrome é condicionada pela presenca deamossomo 21 a mais nas
células, ocorrendo em cerca de 95% dos casos cossonia livre (ndo-disjuncéo
cromossomica), habitualmente de origem meidticgyida, em 3 a 4% dos casos, pelas
translocacdes robertsonianas (rearranjos cromossémcom ganho de material
genético), envolvendo principalmente os cromossofitbse 21 e pelo evento pos-
zigo6tico mosaicismo em 1 a 2% dos casos (MOREIRAI.et1977). Na maioria das
vezes, o0 disturbio cromossdmico deve-se a mutagiaovo (ndo herdada), com
chances de recorréncia na familia estimada em 1%.

A SD é caracterizada por um grau variavel de atrasodesenvolvimento

neuromotor do individuo e estéd associada a vamagssclinicos, como fenda palpebral
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obliqua para cima, hipotonia muscular, face aclatattre outros (MELO, 1970).
Além das caracteristicas fisicas comuns, os afstgula SD sofrem alteractes
fisiologicas de origem morfologica e metabolicanoodefeitos congénitos do coragao,
anomalias gastrointestinais, dentre outras anocdad#is (EPSTEIN, 1986). A
incidéncia na populacdo geral € de aproximadamenh&O0 nascidos vivos
(HERNANDEZ & FISHER, 1996), ndo apresentando difiges significativas entre os
Sexos, grupos étnicos e sdcio-econémicos.

Apesar de ser uma Sindrome bastante frequiente e aspectos clinicos
serem bastante conhecidos, ndo se conhece com&xas mecanismos moleculares
pelos quais a trissomia ocorre. Apenas o fatorddadterna avancada encontra-se bem
estabelecido como predisponente a ocorréncia daANTONARAKIS, 1993). A
possibilidade de sua ocorréncia aumenta com a ickaderna: aos 20 anos € de 0,07%,
passando para 0,3% aos 35, 1% aos 40 e quase 3%s@b6 anos. Estudos realizados
constataram que a possibilidade de ocorréncia dauienta com a idade materna e
como explicacdo para este fendmeno, tem sido cenasld que a formacao dos 6vulos,
iniciada no periodo fetal e o tempo necessario panapletar o processo deixariam as
células germinativas femininas (ovocitos) expostatanos ambientais, que poderiam
levar a erros durante a divisdo meiética (CASTILIeAal, 1996). Uma mulher nasce
com todos os ovécitos formados, cerca de sete aslhBles permanecem bloqueados
na profase | da meiose desde antes do nasciméndoaatulacéo, geralmente na taxa de
um por ciclo menstrual (em média, com duracdo delid8) apds a puberdade. Um
determinado ovdcito pode permanecer nesse estadesdavolvimento suspenso até o
periodo que precede a ovulagdo (NAKADONARI, et28106). Por outro lado, como
descreveram Thompson et al. (1993), todo o proassspermatogénese leva 64 dias.

Porém, a idade materna avancada ndo € o uniaorésjponsavel pelo risco de
nascimento de criangcas com SD uma vez que algtuosscomprovam casos de filhos
com SD provenientes de maes jovens e de errovisdalicelular paterna.

Outro fator de risco sugerido por diversos autgés mutacdes nos genes das
enzimasMetilenotetrahidrofolato RedutaséMTHFR) e Metionina Sintase Redutase
(MTRR), que interferem no metabolismo do folato reduaiadsua disponibilidade em
vias essenciais de sintese e metilagdo do acidxid@sonucléico (DNA) (GRILLO et
al., 2002).

Ha evidéncias de que falhas na disjuncdo do cramoss21, na meiose |

materna, possam ocorrer em virtude de fenbmenbgdeetilacdo do DNA devido ao
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metabolismo anormal do folato, decorrente de metmods genes das enzinhMiERRe
MTHFR (GRILLO et al, 2002). James et al., (1999) referem que o masaholdo
folato em mées de criancas com SD é anormal e emgque mutagfes no gene da
MTHFR que regula as reacfes celulares de metilacaeripodlevar a hipometilacao
do DNA, erros na segregacdo cromossdmica e presiggimoa ocorréncia da trissomia
do 21. Ainda neste estudo, esses autores avaliamammiveis plasmaticos de
homocisteina em mées americanas de filhos com &b maes controles, verificando
que os niveis de homocisteina eram significantegnetdvados e que o0s niveis de
metionina eram reduzidos nas méaes que tinham d@énetp da mutacaMTHFR
677C>T aumentada em 2,6 vezes, quando comparadasconaes controles. Dando
continuidade ao estudo, com o mesmo grupo, porémmaior nimero de individuos,
Hobbs et al, (2000) encontraram nas maes de fitloms SD altas freqiéncias do
polimorfismo MTHFR 677C>T (14%) bem como do polimorfismo 66A>G (38%Y),
gene daMTRR Neste estudo, os autores concluem que este Uffotimorfismo em
homozigose esta relacionado a forte associacdaac8b, conferindo um acréscimo de
2,57 vezes no risco para a doenca. Juntos, estatsrefornecem evidéncias
preliminares de um componente genético a nao-didunhumana, 0s quais, se
confirmados, representariam o0s primeiros contrilesirgenéticos conhecidos para a
segregacao meidtica incorreta de cromossomos riespumana (HASSOL.t al,
2001). Porém, outros grupos de pesquisadoresgtanestudando a associacao entre a
mutacdo do gene dMTHFR na posicéo 677 e a ocorréncia de trissomia 21 elinares

de nacionalidades diferentes concluiram que a mesinaé fator de risco para a
ocorréncia desta Sindrome (GUEANT et 2003; SHETH et al2004; BODUROGLU

et al, 2004; TAKAMURA et al, 2004). Entretanto, Da SILVA et.a(2005) estudaram
0s gendtipos de polimorfismos dos geMeBHFR, Metionina SintasédMTR), MTRRe
Cistationina Beta Sintase (CB&mn maes de criancas com SD e maes controles e
consideraram a mutacdTHFR 677C>T do gen®THFR como um fator de risco
para ocorréncia da SD. O’Leary et §2002) demonstraram que maes irlandesas que
possuiam juntamente os genotipgd$HFR 677C>T eMTRR66A>G teriam o risco
aumentado em ter filhos com SD em 2,98 vezes eamopulacdo portuguesa, foi
observado por Grillet al, (2002) que as mutacoBSTHFR 677C>T e MTHFR 1298
A>C eram mais prevalentes entre mées de criangcasS&que em maes controles.

18



1.2 Acido félico

Dentre os nutrientes essenciais envolvidos naopdiese normal destacam-se o
ferro, a vitamina B12 e os folatos. A folacina dotato pertencem a um grupo de
compostos quimicamente e nutricionalmente semeadbamd acido félico. Funcionam
como coenzimas no transporte de fragmentos de marbinples no metabolismo de
aminoacidos e na sintese de acidos nucléicos (MAHK98). Os folatos constituem
um grupo de compostos heterociclicos ao qual adutierdico esta conjugado com um
ou diversos residuos de acido L-glutamico. Em geslttermos folatos e acido félico
séo considerados como SinGNimos.

O acido félico (2-amino-4-hidroxi-6-metilenoaminaizel-L-glutdmico) (Figura
1), também conhecido como acido pteroilglutamica férma mais estavel de folato e é
tida como uma vitamina essencial, uma vez que saesgr adquirida através da dieta,
sendo encontrada em ampla distribuicdo na natusszajo a sua principal fonte o
levedo de cerveja. Encontra-se em vegetais, paimgnte em folhas verdes escuro,
carnes, ovos, feijdo e visceras (Tabela I). Apadarsua grande presenca na
alimentacdo, a ocorréncia de deficiéncia destamiita se torna facil, devido a sua
sensibilidade a altas temperaturas, provenientesodimnento prolongado, que destroi
90% do conteudo de folatos dos alimentos e esska permenta quando se alcaliniza o
meio com adicdo de substancias como o bicarbonatos@lio. Aléem de ser
termosensivel, € pouco resistente ao contato cotnzae oxigénio atmosférico
(FRANCO, 1998; MAHAN, 1998). O termo acido foliceriva do latimfolium, que
significa folha e foi utilizado para denominar uator de crescimento existente no
espinafre. Nesta mesma década, foi possivel isoiatalizar e identificar a estrutura
desta vitamina, além de elaborar formas sintéfieaa serem utilizadas no tratamento
de enfermidades, como anemias (HERBERT, 1999; SB,HROSEMBERG, 1997).
Somente na metade do século passado, estudosadmtecs formas de absorcdo, o
metabolismo e as caracteristicas analiticas dasamiva e logo tais descobertas
permitiram a sua real importancia na dieta e suagrigdades de prevencdo de
patologias como doencas coronarianas, defeitos éoting e cancer (SELHUB,
ROSEMBERG, 1997). A deficiéncia desta vitamina pseledeterminada por ingestao
inadequada, como alimentacdo carente; por absatehciente, como em casos de
alcoolismo; por demanda aumentada, como em casdactigdo e gestacdo; por

metabolismo deficiente e uso de certos medicamemo$o, por exemplo, anti-
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concepcionais (CHANEY, 1998) e torna-se mais comwem paises em
desenvolvimento e em classes sociais menos fadaecDs folatos estdo envolvidos
em vias complexas e em muitos processos bioquiniigesao essenciais para a vida,
como atuacdo na forma de co-fator para enzimashadas com a sintese de
nucleotideos, timidilatos e reacdes de metilacdmgkstdo deficiente de acido folico
além de estar relacionada ao desenvolvimento olemtonde certos tipos de cancer,
vem sendo também referida a patologias associadesidns de alta renovacdo, que
dependem do suprimento de folato para a corretgpasigio e duplicacdo do DNA
(BALUZ et al, 2002).

Acido félico

HN N N
o’ AN
Y | o
N = ||
N CH;NH C+NH o
OH | 4

CH—C
| N
Nucleo de teridine Acido Glutamict CH, 8H
L7
CH;—C
N
OH

Acido F-aminobenzéic

Figura 1- Estrutura do acido pteroilglutamico (PteGlu)

(Fonte: www2.prudente.unesp.br/isisdraw) acessatldezembro de 2008
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Tabela |- Quantidades de acido folico em alguns alimentos.

ALIMENTO CQuantidade
de dcido fdlico

emug (10°g)

Flgado bovino frito (90 g) 187
Espinafre cozido (1/2 xicara) 131
Feijao cozdo (1/2 xicara) 122
Brécolis cozido (1 xicara) 78
Alface (1 xicara) 76
Germe de trigo cru (1/4 xicara) 70
suco de laranja fresco (1/2 xicara) 55
Banana 1 unidade 24
Cvo - gema (1 unidade) 23
Amendoas cruas (Y xicara) 21

Pao de trigo integral (1 fatia) 16
Pao de trigo branco (1 fatia) 10

| aite (1 xicara)l 12

Fonte: Folatos. Disponivel em: URL
http://www.farmacia.us.es/bromatologia/bromawebidfmtatos

1.3Recomendacdes de ingestéao de acido folico

Ao longo dos estudos, pesquisas apontam que aéneiag de ingestao de folato
se devem a necessidade de impedir deficiénciaegrdesta vitamina a fim de que
prejuizos a saude ndo sejam estabelecidos. Re@artenestudos apontam para a
estreita relacdo entre a ingestao e a manutencéEadees normais de transferéncia de
unidades de carbono. As necessidades de folatanvagm funcdo do sexo, idade e
estado fisiologico (gravidez e lactacdo), sendoggpstantes, nutrizes, lactentes e idosos
sdo considerados grupo de risco para a deficiéciido félico. Os requerimentos de
folato para nutrizes ou lactantes estdo aumentpdl@s quantidade de folato que é
diariamente secretado no leite materno onde € s@tesnanter um fluxo normal deste
nutriente. No entanto, alteracdes fisioldgicas gfigtéem a lactacdo podem aumentar as

necessidades de folato.
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Tabela Il- Recomendacoes diarias de ingestdo de folato emexiiés faixas etaric

Faixa Etaria Folato (ng/dia)
Criancas

0 - 6 meses 65
7 — 12 meses 80
1-3 anos 150
4 — 8 anos 200
Homens

9 - 13 anos 300
14 - 18 anos 400
19 — 30 anos 400
31 -50 anos 400
50 — 70 anos 400
> 70 anos 400
Mulheres

9 — 13 anos 300
14 - 18 anos 400
19 — 30 anos 400
31 — 50 anos 400
50 — 70 anos 400
> 70 anos 400
Gestantes

<18 anos 600
19 — 30 anos 600
31 -50 anos 600
Lactantes

<18 anos 500
19 — 30 anos 500
31 — 50 anos 500

Dietary Reference Intakes for Thiamin, Riboflauiiacin, Vitamin B6, Folate, Vitamin B12, Pantotheni
Acid, Biotin, and Choline
Fonte:disponivel em: http://www.nap.edu/catalogBafiml
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1.4 Grupos de risco em apresentar deficiéncia dolédo

1.4.1 Gestantes e mulheres em idade reprodutiva

As gestantes sédo propensas a desenvolver defiélecfolato provavelmente
devido ao aumento da demanda desse nutriente parasoimento fetal e tecidos
maternos. Outros fatores que contribuem para édeficé de folato sdo a dieta
inadequada, hemodiluicdo fisiolégica gestacionahfliéncias hormonais (VITOLO,
2003). Durante a gestacdo os niveis sanguineosnostele folato (eritrocitario e
plasmatico) diminuem normalmente, talvez como cgidecia da expansao do volume
sanguineo e do aumento da excrecdo urinaria dainéa sendo que neste periodo sua
absorcéo se mantém inalterada.

A placenta é rica em proteinas que captam folatue podem atuar como
receptores da membrana nesta captacdo, mesmo lklesendo-se 0 mecanismo
placentéario de transporte do mesmo (PICCIANO, 199a@)ém, no inicio da gestacao, a
placenta ainda ndo esta formada, ndo existindoaamdcanismo de protecdo do
embrido para as deficiéncias da circulacdo mateseado o estado e as reservas
nutricionais da mée vitais neste periodo (BARASQ7b). A deficiéncia de folato na
gestacdo pode estar associada a um aumento ndépoeade uma variedade de
condicOes obstétricas tais como: descolamentoateeipla, morte neonatal, baixo peso
ao nascer, prematuridade, toxemia, hemorragia po®,patraso de maturacdo do
sistema nervoso, anemia megaloblastica e malfoondetal (PICCIANO, 1997;
SCHOLL, JONHSON, 2000; KOEBINIC et al., 2001).

1.4.2 Lactentes

No recém-nascido, as reservas de folato sdo rapittemdepletadas em
consequencia do acelerado crescimento do individesta fase e em criancas
prematuras essa deplecédo torna-se ainda maioryezrgue o principal armazenamento
de folato acontece no final do periodo gestacigGAJILLAND, LEQUEU, 1995).
Criangas alimentadas com o leite materno tendeer maior reserva de folato, visto
que no leite 0 mesmo encontra-se em forma de motaoghto, 0 que torna a absorgao

mais eficiente pelo organismo (OLIVARES et al., 998
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1.4.3 Idosos

Em idosos, a deficiéncia de folato, bem como damwitha B12 pode estar assossiada
a doenca de Alzheimer e a outros tipos de deméAldem disso, a deficiéncia de folato
pode estar também associada a defeitos de cogrogdo lapsos de memoaria e alguns
estudos apontam que o folato tem efeito positiviratamento de déficits de memodria,
porém ainda ndo ha recomendacdes de suplementag@ieste grupo (SESHADRI,
2002). O que existe atualmente é uma proposta dé& KBood and Drug
Asministration) a qual sugere a fortificacdo dedotos derivados de grdos e cereais
com doses de 140 pg de acido folico por 100g, élkeste estimado para que adultos
acima de 50 anos pudessem dispor de 840 g defatimidia, valor este considerado
seguro para idosos, havendo deficiéncia no consiesta vitamina em sua dieta e

suplementacao.

1.5 Requerimento e consumo de acido félico no Brési

O requerimento de folato necessario é considerdol duando proveniente de
uma dieta normal equilibrada (sem fortificacéo almar). Em 1989, as recomendacdes
nutricionais (RDA) indicavam um consumo de 0,18nagfthra mulheres adultas e de
0,4mg/dia para gestantes. Em 199Zenters for Disease Control and Prevention
(CDC) recomendou para as mulheres que planejassgravdar e sem histéria
familiar de defeitos do tubo neural a ingestao den@/dia, porém, para aquelas com
alto risco (historia prévia de filhos com defeitlwsstubo neural) a recomendacgéo era dez
vezes maior: 4mg/dia (MMWR Morb Mortal Wkly Rep 291 (RR-14):1-7). Em
2000, o Instituto de Medicina dos Estados Unidolevael as recomendacdes
nutricionais e estabeleceu 0,4mg/dia para mulheref,6mg/dia para gestantes
(Washington DC: National Academy Press; 2000). EI052 no Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicauim regulamento técnico sobre a
ingestdo diaria recomendada de vitaminas, proteimagmerais que, no caso do acido
félico € equivalente ao proposto pelo Instituto Medicina dos Estados Unidos em
2000 (ANVISA-RDC n. 269, de 22 de setembro de 208&)almente a maioria dos
paises das Américas e alguns da Asia e Africa tanmabrigatoria a fortificacdo da
farinha de trigo com o acido folico e nenhum paisEdropa ou Oceania implementou
tal medida, até o momento (MABERLY et al.,2005).
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Desde o ano de 1998, os Estados Unidos fortificam écido folico dose de
0,14mg/100g os cereais manufaturados como a farjpdes, macarrdo, arroz, entre
outros (FDA- Fed Regist 1996; 61:8781-97). Ainda mesmo ano, no Canada, o
programa de fortificacdo estabeleceu a dose den@/1®0g de farinha, sendo que este
nivel de folato foi determinado a fim de reduzineidéncia de defeitos do tubo neural
em 22% (PERSAD et al., 2002). No Chile, a farinkarejo era fortificada com ferro e
vitaminas do complexo B pela legislacdo desde H&M janeiro de 2000, o Ministério
da Saude chileno estabeleceu a adicdo de 0,22ndride folico por 100g neste
produto. O resultado esperado por essa politiazeéag mulheres em idade reprodutiva
consumam a quantidade recomendada de &cido f@idhy4amg/dia (HERTRAMPF et
al., 2004). Na Costa Rica, a farinha de trigo totificada com &cido félico e outros
micronutrientes a partir de 1998 e a farinha déhendepois de 1999 (CHEN et al.,
2004).

No Brasil, apés consulta publica aberta pela ANVIB#a discussdo a respeito da
fortificacdo da farinha com micronutrientes, ficestabelecida a regulamentacdo da
adicao de ferro e acido folico as farinhas de teguilho, pela RDC n.344 da ANVISA,

a qual determina que a partir do més de junho 64,20 15mg de acido folico seriam
adicionados a cada 100g destas farinhas (RDC n.d&143 de dezembro de 2002).
Esta fortificacdo das farinhas vem sendo questmpad alguns especialistas como néo
sendo o aporte suficiente para suprir as necessddesejaveis, uma vez no Brasil
existe grande diversidade do habito alimentar nfesetites regides (GRILLO, et al,
2002; HOROVITZ et al., 2005). Os dados Besquisa de Orcamento FamiliéiPOF
2002-2003) permitem avaliar em parte esta quesptacea os produtos farinaceos
encontrados com frequéncia apreciavel na POF (fue&e e flocos de milho, farinha
de trigo, massas, panificados e biscoitos) a dispgmtade média diaria domiciliar foi
de 106,1g. Isto permitiria um aporte adicional diel@ folico de 0,16mg/dia, levando
em conta o nivel da fortificacdo regulamentada. déase alertar, contudo, para
derivados foi de 144g/dia contribuindo, em tesen d217mg de acido félico. Em
contraste no Norte e Centro-Oeste a aquisicdolbasd0g/dia e o aporte de folato ndo
passaria de 0,1mg. Porém, considerando que 24% edpesh com alimentos
corresponderam a refeicbes fora do domicilio, osooro real de farinhas e seus
derivados € certamente maior (BOWER, 2004).
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1.6 Metabolismo do acido félico

O acido folico atua como multiplas formas de coh®as em processos de oxi-
reducdo e transferéncia de radical metila, sendoseass processos metabdlicos
influenciados pela ingestdo de folato e de outidsientes essenciais como vitaminas
B12 e B6 e também por polimorfismos em enzimaspguticipam do seu metabolismo.
As reacdes que requerem folato séo genericamdataless como reacdes de metilacao,
incluindo as envolvidas nas fases de sintese degsue pirimidinas, metabolismo de
aminoacidos e na formacdo do doador-chave de gemammetil, o S-adenosil
Metionina (SAM). As coenzimas folato tém como pipat funcéo receber e doar
radicais metil em determinadas vias metabdlicas.

Ao ser ingerido, o acido félico precisa ser redozitlvivo para ser absorvido, o
gue resulta em acido 7,8-diidrofélico, em seguidaeido tetraidrofdlico, reduzido nas
posicdes 5,6,7 e 8 respectivamente, que atua coepdaa de unidades de monocarbono
que se ligam, preferencialmente, as posi¢cdes 50optdridina. O composto 5,10-
metilenotetrahidrofolato € sintetizado pela enzifViafHFR para gerar folato
biologicamente ativo na forma 5-metiltetrahidrofolaEste Gltimo composto € a forma
circulante de folato no sangue e € o responsaleltasferéncia de grupos metil para
formar metilcobalamina, que atua como doador deil ngdra conversdo de
homocisteina em Metionina huma via chamada de e, que é um ciclo que
regenera Metionina—homocisteina—Metionina, medjgela enzimaVietionina Sintase
(MTR (BALUZ, et al 2002.) , que por sua vez é ativgada enzimaMTRR O 5-
metiltetrahidrofolato ainda serve como doador diceas metil para manter adequados
0S niveis de tetraidrofolato, substrato de diverstapas metabdlicas, além de ser
precursor para a formacéo de folipoliglutamato, gua como aceptor de unidades de
monocarbono na conversdo de serina em glicinajtaeslo na formacéo de 5,10-
metilenotetraidrofolato, sendo este Ultimo compostsponsavel por doar grupos
metileno ao desoxiuridilato (dUMP) para a sinteséimidilato (dTMP).

Havendo baixa biodisponibilidade de folato e damina B12, podera ocorrer
interferéncia negativa na via de remetilagdo rasdh numa elevagcao intracelular
cronica de homocisteina e diminuigcdo nos niveimdgonina, o que podera levar a um
decréscimo na taxa de SAM, prejudicando desta famarfeita metilacdo do DNA,
(BALAGHI & WAGNER, 1993, DE CABO et al., 1995, MELXK et al., 2000) —
(Figura 2) levando a sua hipometilacdo, alteracdmberragcdo na segregacao
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cromossOmica (LIBBUS et al.,, 1990, LEYTON et al99%), como a disjuncéo
cromossOmica anormal durante o processo da meiosg¢elrna, ocasionando distlrbios
genéticos, dentre eles, a trissomia do cromossdmo 2

Sintese de DNA Metilacdo de DNA

DHF

| duTP] ' THF
o

5,10-CHg-THF

I ON

10-CHOQ-THF

Adenina —I'-

Guaning »|dGTP

Metionina

SAM citosine - DMA
DA metiltransferas

CH, citosine - DMNA
5-CH,-THF

1
Homocisteina E./)"
5. | (@

cystathionine SAH hidrolas:

Efrsteina @ Metionina sintase
,L @ Cistationin: B sintas:

™ Tetrahdrofolato MTHFR

SAH: S-adenosilmetionir

GSH

Figura 2- Visdo geral de reacdes interativas e interdepeadat@ndo énfase as duas principais funcdes
das vias do metabolismo do DNA (sintese e metilag&® vias sdo negativamente afetadas pela ingesta

inadequada de folato e vitaming®/ou por mutac6es. (Hobbs et al, 2000).
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Polimorfismos em enzimas que participam do metabawi do folato também
podem estar relacionados a redugcdo da sintese ftienime e S-adenosil-metionina
(SAM), além de serem apontados como fatores de nglependente para a ocorréncia
de doencas cardiovasculares (PANCHARINUTI et @941 MONTALESCOT et al.,
1997; FOWEKES et al., 2000), defeito de tubo ne(vaAN der PUT et al., 1996),
aborto espontaneo (WANG et al., 2004), cancer oetlalr (CHEN et al., 2002), entre
outras patologias, portanto, sabe-se que, por eestaassociados a um maior
requerimento de folato e este ao metabolismo daobisteina, acredita-se que a
fortificacdo alimentar com acido félico bem comoassuplementacdo estejam
relacionadas com uma significante reducdo nos siidei homocisteina plasmatica
(HOBBS et al., 2000), reduzindo desta forma as oésude erro na sintese e metilacédo
do DNA e de ocorréncia da SD (VAN DER PUT et a93).

1.7 Enzimas envolvidas no metabolismo do folato @mocisteina

A MTHFR e a MTRR sé&o, respectivamente, duas das principais enzimas
reguladoras do metabolismo do folato e homocistegendo este Ultimo, um
aminoécido formado exclusivamente a partir da dékg&o da Metionina proveniente
da dieta ou do seu catabolismo (FONSECA et al.91@igura 3).

A metionina localiza-se principalmente no figadodené catabolisada
principalmente pela via de transsulfuragdo (DUCEalet 1988 e HORVITZ et al.,
1981), dando origem a S-adenosil Metionina (SAMingpal doador de metil para a
metilacdo do DNA, RNA, proteinas de construcaostolpideos, além de S-adenosil
homocisteina (SAH), via atuacdo da enzima aderiodioxilase originando entéao
homocisteina (NEVES, 2004). A regulacdo da homeiciat feita através de SAM,
folatos e estados de oxi—reducdo. No plasma, a tistatna é encontrada livremente na
forma oxidada, formando dissulfetos contendo emxa@fue incluem a homocistina
(dimero da homocisteina) e dissulfetos mistos carhomocisteina—cisteina (Figura 4).
Dois a cinco por cento da homocisteina plasmaiita £stdo presentes em sua forma
reduzida e 70 a 80% circulam ligados a proteinasnpéticas, principalmente albumina.
A soma de todas as formas livres e ligadas a mageajue contém um grupamento tiol

irdo resultar na homocisteina plasmatica total (T&Al., 1995)
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Figura 3- Estruturas quimicas da Metionina, Homocisteigasteina. (JACOBSEN, 2002)
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Figura 4- Formas circulantes da homocisteina que compdemmadisteina do plasma total
(JACOBSEN, et al., 2002)
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Fatores, fisiologicos, como género, idade, etniatricionais; induzidos por
drogas e hormonais determinam um alto nivel de k@t@ina plasmatica, a
hiperhomocisteinemia e, além desses, fatores gesé&tbmo polimorfismos nos genes
das enzimasTHFR e MTRR também participam do processo de manutencdo dos
niveis normais de homocisteina, podendo desta fomflaenciar na sua alteracao.
Polimorfismos no gene da enzimTHFR podem reduzir a sua atividade e,
consequentemente, a disponibilidade de folato giav@ a via de remetilacdo onde a
homocisteina é transformada em Metionina, cataigsda enzima Metionina Sintase.
Além disso, polimorfismos no gene da enziMi@RRtambém podem prejudicar a via
de remetilacéo, levando a quadros de hiperhomoeesiea (NEVES et al., 2004).

Na auséncia do folato, podera ocorrer a hiperhosteinemia. Neste caso, como
mecanismo de regulacdo, a partir da via de tramsglfio, a homocisteina sera
convertida em cistationina, em seguida epetoglutarato e cisteina, reacdo que requer
a enzima cistationinp sintetase (gS) dependente do piridoxal fosfato (B6). A cisteina
também poder& formar taurina ou sulfato inorganicser excretada na urina (NEVES
et al., 2004).

1.7.1 Enzima 5,10Metilenotetraidrofolato Redutase

A 5,10-Metilenotetraidrofolato RedutasdMTHFR) é uma flavoproteina
constituida por 656 aminoacidos que (KUTZBACH & S$AD, 1971) e
estruturalmente € um homodimero com subunidadeg7kPa que apresentam dois
dominios distintos: um dominio aminoterminal (-NH2}alitico e um dominio carboxi-
terminal (-COOH) de 37 k Da, que contém o sitiolidacdo para a S-Adenosil
Metionina, localizado entre os dois dominios. Estaima, dependente da Flavina
Adenina Dinucleotideo (FAD), é responsavel pelaicédd de 5,10-metiltetraidrofolato
em 5-metiltetraidrofolato e atua como doadora diceas metil para a remetilacdo de
homocisteina para Metionina (GOYETTE et al, 199OSST et al, 1995.)

O gene humano codificador d®ITHFR localiza-se no braco curto do
cromossomo 1, na posicdo 1p36.3 e codifica umeaeim@tde 70 kilodaltons (kDa)
(GOYETTE et al, 1994). Sua organizacao demonstra composicao de 11 éxons e 10
introns e dezesseis mutagdes ja foram identificadase gene, (GOYETTE et al, 1994,
1995 e 1996; FROSST et al, 1995; VAN DER PUT etl8P8) sendo as duas mais
comuns os polimorfismdsITHFR 677 C>T, que confere a substituicdo de nucleotideo
C pelo T na posicéo 677 (FROSST et al, 1995)MT6IFR 1298 A >C, que confere a
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substituicdo de nucleotideo A pelo C na posic&B1XAN DER PUT et al, 1998),

ambas sdo mutacfes pontuais que resultam em gamaidoacidos na proteina.

1.7.2 Mutacgdes no gene dsiTHFR

As alteracbes no gene BEIHFR representam a causa mais comum de erros de
formagcdo de recém-nascidos devido ao metabolisnoomeh de Aacido folico. Os
pacientes sdo acometidos por grave homocisteripi@netioninemia e uma variedade
de malformacdes neuroldgicas e problemas vascutaresdade variavel de ocorréncia
(SIBANI et al., 2000). Diversos erros inatos do abelismo de origem autossémica
recessiva como a deficiéncia da Cistationih&intase, deficiéncia dMTHFR e a
deficiéncia da MTRR estdo associados com o aumglakmatico da homocisteina
(ROSENBLATT, 1999).

As mutacbes no gene ddTHFR acarretam deficiéncia de folato e estdo
presentes na forma homozigota mutante em cercaO%e da populacdo brasileira
(ARRUDA et al., 1998).

1.7.3 Mutagédo 677C>T naMTHFR

Dentre as mutagfes no geneMiBHFR a mais estudada éMTHFR 677C> T,
situada no éxon 4, no dominio catalitico da enzionae ocorre a substituicdo de uma
citosina por uma timina, o que resulta na subséituido aminoacido alanina pela valina
(Ala—>Val), na posicao 222 da proteina, reduzindo a distadbe enzimatica de 35% em
individuos heterozigotos (CT), e a 70% em homong¢T T) (ZETTERBERG, 2004)
tornando-a termolabil e conferindo maior requeritnetle acido félico para que os
niveis de remetilagdo ocorram de forma desejavAlMES et al., 1999). A
hiperhomocisteinemia é causada por problemas mmrdas ou genéticos no
metabolismo da Hci e a causa genética mais comste deadro € a mutac@8THFR
677C>T. Como resultado desta descoberta, divenstmgses estudaram o papel desta
mutacdo na hiperhomocisteinemia e na ocorréncidetitos do tubo neural, uma vez
que a mesma representa fator de risco para estoeypara outros como ocorréncia de
fendas labio-palatinas (MARTINELLI et al., 2001paatos recorrentes (WOUTERS et
al., 1993; CARVALHO, 2001) e cardiopatias fetaisENSTROM, et al., 2001).

Alguns estudos avaliaram a frequéncia do alelo T diferentes etnias

mostrando que a mesma variava de 1 a 25% entre gegpos de acordo com as
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diferentes regibes geogréaficas e que, em negrosegido do sub-Saara da Africa, o
gendtipo (677TT) ndo foi identificado, sugerindeecufreqiéncia do alelo T € menos
comum nessa populagcédo que em outros grupos étRessltados semelhantes também
foram descritos entre negros que vivem fora dacAfiBrasil e Estados Unidos -
BOTTO et al, 2005), apresentando frequéncia dm alel1l a 2% nesses povos. Outro
estudo realizado no Brasil, por Arruda et al., @9®@emonstrou freqiéncia de 10% do
alelo T entre os descendentes europeus, 1,45%regres e de 1,2% entre pessoas de
populacdes indigenas, sendo que esta presenciadenava ao aumento nos niveis de
homocisteina plasmatica, o que também foi dematwsipar Da Silva et al., (2005) em
seu estudo realizado numa populacdo da cidade deP&alo, no qual os autores
verificaram que o aumento dos niveis de homocsteis maes de filhos com SD

estaria intimamente ligado a presenca do alelo T.

1.7.4 Mutagéao 1298A>C naMTHFR

Outra mutagéo bastante estudada no gendTddFR € a 1298A>C, situada no
éxon 7, no dominio regulatério da enzima, tambéta edacionado a baixa atividade
enzimatica. Esta mutacdo promove a substituiciontke adenina por uma citosina o
que resulta na substituicdo do aminoacido glutanpeia alanina (GhpAla), na
posicdo 429 da proteina, (ISOTALO et al., 2000uréttio também a estabilidade
enzimatica, porém em menos extensdo quMTHFR 677C>T. Os estados de
homozigose e heterozigose ndo tém sido relacioneolms aumentos plasmaticos de
homocisteina, porém, os heterozigotos compostosedo as mutacoe8ITHFR677T
e MTHFR 1298C (677CT / 1298AC) resultam em significanievatdo nos niveis de
homocisteina plasmatica e aumento do consumo de &iico (VAN DE PUT et al.,
1998; ISOTALO et al., 2000). Quanto a distribuicdo alelo C, alguns trabalhos
relataram que 4% das populacdes caucasiana e ics@ah0% da populagdo canadense
eram compostos por individuos homozigotos, enquatt® dos caucasianos e 38%
dos hispéanicos corresponderam a individuos hegotos (PENG et al.,, 2001;
WEISBERG et al., 1998). Outro estudo realizado it et al, (2003), em diferentes
populacdes do mundo, demonstrou freqtiéncias géujgasvariavam desde 4% no
Senegal a 50% na Namibia, sendo encontrado, aieste estudo, taxa de 23% em
brasileiros.
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1.7.5 Mutagcao A66>G naMTRR

Outra enzima envolvida no metabolismo da homociatefue pode ter a sua
atividade alterada pela presenca de mutacOeIBRR Trata-se de uma flavoproteina
constituida por 698 aminoacidos cujo gene locagaio cromossomo 5, entre as
posicdes 5pl5. 3-pl5. 2, codificando uma proteiea 7d,7 kilodaltons (kDa)
(LECLRERC et al., 1998). A organizacéo deste gemmahstra uma composicéo de 15
éxons possuindo onze mutacdes ja descritas (WILSEDNal.,, 1999), sendo o
polimorfismo 66A> G 0 mais estudado. Situado nonéXpeste polimorfismo promove
a substituicdo do aminoacido isoleucina pelo meteiille>Met) , na posicédo 22 da
proteina, estando o mesmo relacionado ao compnoewid da funcdo enzimética,
levando a reducdo da sua atividade, podendo legamwanento dos niveis de
homocisteina e maior requerimento de acido foliealieta a fim de que se mantenha
normal a remetilacdo da homocisteina para metigfdAdLEY & GREGORY, 1999).
Estudos realizados por Vaughn et al., (2004) ma@strague esse polimorfismo quando
combinado, com o polimorfismo 677C> T BEHFR, resultando no gendtipo 677TT /
66AG, conferia significante elevacdo nos niveishdenocisteina plasmatica, sendo
também, portanto, fator de risco para possivel rhgidacdo do DNA, falha na
disjuncdo cromossdmica e trissomia do cromossom@@anto a distribuicdo do alelo
G, SHI et al, (2003) demonstraram freqiiéncias @&nite 35% na Africa central, 12%
na Africa do Sul, 52% na ltalia e de apenas 3% ex@%¥epublica do Congo e no Brasil,

respectivamente.
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1.8 Justificativa

Diante da inexisténcia de dados na literatura pertes das bases moleculares
que influenciam na ocorréncia e recorréncia da ®DEstado da Bahia, torna-se
relevante o estudo de polimorfismos que interfere®m metabolismos do folato e da
homocisteina, uma vez que, com esses dados, sesgaivel contribuir para
identificacdo de familias em risco, reforcando gaméncia da suplementacdo peri-
concepcional de acido folico como estratégia degmgdo primaria da ocorréncia da
SD.
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1.9 Objetivos

1.9.1 Geral
Detectar as frequéncias dos polimorfismos 677C2238A>C do gene daiTHFR
e 66A >G do gene ddTRRe associar com a ocorréncia da SD.

1.9.2 Especificos

» Determinar a distribuicAo génica e genotipica despelimorfismos na
populacao geral de Salvador e em familias com égoia da SD

* Comparar a frequéncia dessas mutagcdes em maesadeasr com SD em
relacdo a uma populacdo controle e avaliar a agsixidesses polimorfismos

com o risco de ocorréncia.
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2. Material e Métodos

2.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo do tipo caso-controle e tantwétipo corte transversal.

2.2 Amostras estudadas
2.2.1 Populagéo caso/Estudo caso-controle

Esta populacdo € composta por 56 criancas com [ seus genitores que se
apresentavam disponiveis para coleta do mategaklos 61 mées e 28 pais. Todos
foram convidados a participar do estudo e aquelses apncordaram assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido (TClghds, em seguida, coletada amostra
bioldgica (sangue) e informacdes familiares. Toows$ndividuos eram procedentes do
Ambulatério de Genética Médica do Hospital Univignsd Professor Edgard Santos
(HUPES)- Universidade Federal da Bahia (UFBA)

Participaram do estudo pacientes com SD que posso@idtipo e seus
respectivos pais.
2.2.2 Populagédo controle/Estudo caso-controle

O grupo controle foi composto por 102 mulheres mansadas que possuiam
filhos normais, auséncia de historico familiar c8M e de aborto espontaneo. Todas
procedentes do HUPES/UFBATodos foram convidados a participar do estudo e
aqueles que concordaram assinaram um TCLE sendeegmida, coletada amostra

biologica e informagdes familiares.

2.2.3 Populagéo Geral/Estudo de corte transversal

Amostra constituida de 300 individuos da populag@ral de Salvador,
coletadas de uma populacdo de 2.400.000 habitéreeso demografico brasileiro,
IBGE 2000-http://www.ibge.gov.br) durante avaliaggmwdemioldgica de um programa
de saneamento basico do governo Estadual, ProgBama Azul, desenvolvido pelo
Instituto de Saude Coletiva da UFBA, que teve fmetivo avaliar o impacto sobre a
saude da populacdo resultante da implantacdo dextenso projeto de intervencdo
ambiental, centrado em esgotamento sanitario, agdui da rede de abastecimento de
agua e melhoria do sistema de coleta de lixo, deémstimar a prevaléncia e incidéncia
de marcadores soroldgicos para agentes infeccardos residentes de bairros distintos
denominados de “areas sentinelas”. (TEIXEIRA gt24102).
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2.3 Critérios de inclusdo

2.3.1Populacgéo casoPacientes com diagndstico clinico e citogenée&D.
2.3.2 Populacao controleMulheres com filhos normais, sem historia de $0amilia

e de abortos espontaneos.

2.5 Anélise Laboratorial

2.5.1 Coleta de material biologico e extracdo de N

Coletou-se 5ml de sangue periférico, em um tub@@uw contendo 54ul de
anticoagulante (EDTA) de todos os participantesstado.

A extracdo de DNA de células mononucleares foafpélo método descrito por
Lahiri et al, (1991) e, posteriormente, o material foi armadenam freezer a -20° C,
pertencente ao Laboratorio Avancado de Saude RUIASP), do Centro de Pesquisa
Gongalo Moniz (CpQGM), da Fundacdo Oswaldo CruzRODZ — CpQGM-
FIOCRUZ/BA. As amostras da populacdo geral de S$alvaja haviam sido
previamente coletadas através do projeto Bahia Azdssui autorizacdo pelo Comité

de Etica em Pesquisa (CEP) da FIOCRUZ para esardsmos nio vinculados.

2.6 Investigacdo dos polimorfismos
Para deteccdo dos polimorfismos foram realizadastéagicas de PCR

(Polymerase Chain Reactipa RFLP Restriction Fragment Length Polymorphjsm

2.6.1 Identificacdo da mutacadMTHFR 677C>T (ULRICH et al, 1999-adaptado)

Para amplificacdo da regido do éxon 4, onde estdizada a mutacadTHFR
677 C>T foi utilizado par de oligonucleotideosciadores especificos para realiza¢ao
da técnica dé?CRO volume final de cada reacdo BER foi de 25 pl. O protocolo
seguiu as condicOes descritas na Tabela .

O resultado final consistiu em um fragmento 88pb que foi visualisado em

gel de agarose a 2% apo0s corrida de 18 minutoéwa 10

Em seguidafoi realizada a técnicRFLP, para fins de identificacdo dos
gendtipos. O protocolo seguiu as condi¢cbes desangaTabela IV. Apds encubacgéo a
37°Covernight foram adicionados ao produto B&LP5 pl de corante xileno cianol e

todo volume dispensado em gel de poliacrilamidal(29%) a 8%. Apos corrida de 1
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e 1/2h a 200v o resultado final foi visualizado éransiluminador ultravioleta sendo o
gel corado por brometo de etideo (Ulrethal, 1999-adaptado). A presenca do alelo T
criou um sitio de restricdo sendo gerados fragnseto175pb e 23pb, A visualizagéo
dos gendtipos seguiu 0 seguinte padrao: 198 pb @a@ndtipo selvagem (677CC);
198pb, 175pb e 23pb para o gendtipo heterozigol@Gh) e 175pb e 23pb para o
gendtipo mutante (677TT).

2.6.2 ldentificacdo da mutacAdMTHFR 1298A>C (VAN DER PUT et al, 1998-
adaptado).

Para amplificacdo da regido do éxon 7, onde es#dizada a mutacdo 1298A>C
foi utilizado par de oligonucleotideos iniciadoespecificos para realizacdo da técnica
de PCR O volume final de cada reacdo EER foi de 50 pl. O protocolo seguiu as
condicOes descritas na Tabela lll.

O resultado final consistiu em um fragmento de b6@pe foi visualisado em
gel de agarose a 2% ap0s corrida de 18 minutoéwa 10

Em seguidafoi realizada a técnicdRFLP, para fins de identificacdo dos
genotipos. O protocolo seguiu as condicbes desand@aTabela IV. Apds encubacédo a
37°Covernight foram adicionados ao produto B&LP 5ul de corante xileno cianol e
todo volume dispensado em gel de poliacrilamidal{#9%) a 6%. Apds corrida de
2h a 100v, o resultado final foi visualizado emansiluminador ultravioleta, sendo o gel
corado por brometo de etideo (Ulriebal, 1999-adaptado). A presenca do alelo C criou
um sitio de restricdo sendo gerados fragmentos4ge, &S6pb, 31pb, 30pb, 28pb e
18pb. A visualizacdo dos gendtipos seguiu o segudatirdo: 56pb, 31pb, 30pb, 28pb e
18pb para o gendtipo selvagem (1298AA); 84pb, 58ppb, 30pb, 28pb e 18pb para o
genotipo heterozigoto (1298AC) e 84pb, 30pb, 31@pb para o gendtipo mutante
(1298CC).
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2.6.3 ldentificacdo da mutacadMTRR 66A >G (WILSON et al, 1999)

Para amplificacédo da regido do éxon 2, onde estdizada a mutacdo 66 A>G
foi utilizado par de oligonucleotideos iniciadoespecificos para realizacdo da técnica
de PCR O volume final de cada reacdo EER foi de 25 pl. O protocolo seguiu as
condicOes descritas na Tabela lll.

O resultado final consistiu em um fragmento de 66y foi visualisado em gel
de agarose a 3% apos corrida de 24 minutos a 100v.

Em seguidafoi realizada a técnicaRFLP, para fins de identificacdo dos
genotipos. O protocolo seguiu as condi¢bes desand@iaTabela IV. Apds encubacédo a
37°Covernight foram adicionados ao produto B&LP 5ul de corante xileno cianol e
todo volume dispensado em gel de poliacrilamidal{29%) a 10%. ApOs corrida de
2 e 1/2h a 100v, o resultado final foi visualizaso transiluminador ultravioleta, sendo
o gel corado por brometo de etideo. A presencdalo & criou um sitio de restricao
sendo gerados fragmentos 44pb e 22pb. A visuabzdgé genotipos seguiu o seguinte
padrdo: 66pb para o genétipo selvagem (66AA); f@dipb e 22pb para o gendtipo
heterozigoto (66AC) e 44pb e 22pb para o gendtiptante (66GG).

Tabela Il -Sequéncia dgsrimersutilizados e condi¢cdes de PCR para amplificacédo

Genes/Mutagéo Seqiiéncia dos primers Mix da PCR Coigdes da PCR

MTHFR F:5- TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGGA — 3" 15,5ul gua de ingegdo 1. 94°C — 6 minutos

677 CAT R:5" - AGGACGGTGCGGTGAGAGTG — 3’ 2,5ulBuffer(20mM) 2. 66°C — 2 minutos
2,5ul dNTP (1,25mM) 3. 72°C — 1 minuto
2,0ul cada primer 4. 94°C — 1 minuto 35X
(2,50mol) 5. 66°C — 45 segundo:
0,5 ulTag DNA 6. 72°C — 10 minutos
polimerase 7.4°C —o
1,0 ul de DNA (100ng) Fragmento: 198 pb

MTHFR F:5- CTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTAC — 3" 38,5ul gua de ingegdo 1. 94°C — 4 minutos

1298 AC R:5" - CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG - 3 3,0 pl cloreto magnésio 2. 94°C — 45 segundos

. 5,0ulBuffer10X 3. 58°C — 1 minuto

1,01 dNTP (10mM) 4.729C — 40 segundos 39X
0,5ul cada primer 5. 72°C — 5 minutos
(25pmo) 6. 4°C —0
0,3 ulTag DNA Fragmento: 163 pb
polimerase
1,0 pl de DNA (100ng)

MTRR F:5- GCAAAGGCCATCGCAGAAGACAT - 3 15,5ul Agua de ingecdo 1. 94°C — 6 minutos

66 A>G R:5- GTGAAGATCTGCAGAAAATCCATGTA- 3" 2,5ulBuffer(20mM) 2.60°C — 2 minutos
2,5ul dNTP (1,25mM) 3. 72°C — 1 minuto
2,0ul cada primer 4.94°C — 1 minuto 35X
(2,50mol) 5. 60°C — 45 segundos
0,5 plTag DNA 6. 72°C — 10 minutos
polimerase 7. 4°C —o0
1,0 pl de DNA (100ng) Fragmento: 66 pb
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Tabela IV- Condi¢des de RFLP para genotipagem.

Polimorfismo Mix do RFLP Fragmentos
MTHFR 3,5 pl 4gua de ingegédo Homozigoto Selvaget- 198pb
677C2T 1,0 plBuffer Heterozigoto-
0,5 pl enzima de restricasliof I) 198pb, 175pb e 23pb
5,0 pl do produto da PCR Homozigoto Mutante- 175pb e 23pb
MTHFR 7,5 pul &gua de ingegao Homozigoto Selvagem56pb, 31pb, 30pb,
1298 AC 2,0 plBuffer 28pb e 18pb
0,2 uIBSA Heterozigoto—
0,2 pl enzima de restricamboll) 84pb, 56pb, 31pb, 30pb, 28pb e 18pb
10 pl do produto da PCR Homozigoto Mutante- 84pb, 30pb, 31pb,
18pb
MTRR 3,5 pl 4gua de ingegédo Homozigoto Selvagem
66 AG 1,0 plBuffer 66pb

0,5 pl enzima de restricaNdd)
5,0 pl do produto da PCR

Heterozigoto-

66pb, 44pb e 22pb
Homozigoto Mutante-
44pb e 22pb

2.7 Andilses estatisticas

As frequéncias alélicas e a aderéncia ao equilibeoHardy-Weinberg foram
realizadas pelo programa GENEPOP verséo 3.4 (Raymétousset, 1995).

Para comparar os dados das mulheres do grupo leoatdas maes do grupo caso
e realizar o teste do qui-quadrado foi utilizadprograma compare 2, versdo 1.31,
pertencente ao pacote estatistico WINPEPI e pdeax vhlores dg, odds ratio(OR) e

Intervalo de confianca (IC) foi utilizado o programstatistico BIOESTAT, verséao 4.0.

2.8 Consideracdes éticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de E&oa Pesquisa do
CPgGM/FIOCRUZ, Salvador-Bahia, de acordo com eqarn.095/2006. O TCLE foi
asinado pelos participantes deste trabalho apdsregiio das informacdes acerca do

estudo fornecidas pelo pesquisador (Anexo 1).
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3. Resultados e Discussao

(Sumarizados em 2 artigos)

41



4. Referéncias Bilbliograficas

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. RDC n. 344, de 13 de

dezembro de 2002. Aprova o regulamento técnico pdatificagdo das farinhas de
trigo e das farinhas de milho com ferro e acidoic®l Disponivel em:

<ttp://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2002/344 02nti;m> . Acesso em 12 de
dezembro de 2008.

ANTONARAKIS, S.E. Human chromosome 21: genome m@agind exploration circa
1993.Trends Genet 9: 142 — 8,1993.

ARRUDA VR, SIQUEIRA LH, GONCALVES M.S, VON ZUBEN M, SOARES
M.C, MENEZES R, ET Al Prevalence of the mutatio®7C T in the methylene
tetrahydrofolate Reductase gene among distinctietiproups in BrazilAm J Med
Genet,78: 332-5, 1998.

BAILEY, L.B; GREGORY, J.F.Folate Metabolism and Requiremerf&®od Science
and Human Nutrition Department, University of Florida, Gainesville, FL 32611
1999.

BALUZ, K; DO CARMO, M.G.T; ROSAS, G. The role of lfo acid on oncologic
prevention and intervention: revieRevista Brasileira de Cancerologia48(4) 597-
607, 2002.

BALAGHI, M; WAGNER, C. DNA methylation in folate eficiency — use of CpG
methylaseBiochem Biophys Res Commun]931184-1190, 1993.

BODUROGLU, K; ALANAY, Y; KOLDAN, B; TUNCBILEK, E.

Methylenetetrahydrofolate Reductase enzyme polyhisnp Maternal risk for Down
Syndrome amon g Turkis womamm.J.Med.genet,127A: 5-10, 2004

42



BOTTO, L, YANG, Q. 5,10-MethylenetetrahydrofolateedRictase Gene Variants and
Congenital Anomalies: A HUGE Revievmerican Journal of Epidemiology, 151,
No. 9, 2005.

BOWER C, STANLEY FJ. Case for mandatory fortificati of food with folate in
Australia, for the prevention of neural tube deded®irth Defects Re#&\ Clin Mol
Teratol 2004; 70:842-3.

CASTILLA, E.E; LOPEZ - CAMELO J.S, PAZ J.E, ORIOULM. Prevencion
primaria de los defectos congénitosRio de Janeiro; FIOCRUZ, 1996.

CARVALHO, E.C.C.Estudo comparativo da frequencia de fatores trombagnicos
entre mulheres com aborto espontaneo recorrente euimeres férteis Campinas,
2001. [Tese-Doutorado-Faculdade de Ciéncias MédiddEAMP].

CHANEY, S.G. Principios de nutricdo Il. Micronutntes. In: DELVIN, T.M.Manual
de Bioquimica com relac¢des clinicaslraducdo da 4 edicdo Americana, Sdo Paulo
1998. P.933-59.

CHEN , J; MA J; STAMPFER , M.J,; PALOMEQUE, GELHUB, J; HUNTER,
D.J. Linkage disequilibrium between the 677C>T d98A>C polymorphisms in
human Methylenetetrahydrofolate Reductase genetla@d contributions to risk of
colorectal cancelPharmacogeneticsl2(4):339-42, 2002.

CHEN LT, RIVERA MA. The Costa Rican experience:uetion of neural tube defects
following food fortification programaNutr Rev 62 (6 Pt 2): S40-3,2004.

DA SILVA, L.R.J; VERGANI, N; GALDIERI, L.C; PORTOM.P.R; LONGHITANO,
S.B; BRUNONI, D; D'ALMEIDA, V; PEREZ, A. B.A. Relaonship Between
Polymorphisms in Genes Involved in Homocysteineddetism and Maternal Risk for
Down Syndrome in BrazilAmerican Journal of Medical Genetics135A:263—-267,
2005

43



DE CABO, SF; SANTOS, J; FERNA'NDEZ-PIQUERAS, J. Malilar and cytological
evidence of S-adenosyl-L-homocysteine as an innecumdermethylating agent in
vivo. Cytogenet Cell Genet71:187-192, 1995.

DIETARY REFERENCE INTAKES FOR THIAMIN, RIBOFLAVIN, NIACIN,
VITAMIN B6, FOLATE, VITAMIN B12, PANTOTHENIC ACID, BIOTIN, AND
CHOLINE Disponivel emxhttp://www.nap.edu/catalog/6015.htmlkcesso em 12 de

marco de 2007.
DUCE, A.M; ORTIZ, P; CABRERO, C; MATO, J.M. S-admyl-L-Methionine
synthetase and phospholipid methyltransferase @ahgéiied in humans cirrhosis.

Hepatology,8: 65 — 8, 1988.

DOWN JL. Observations on ethinic classificationidibts. London Hospital Clinical
Lectures and Reports,3:259-262, 1866.

EPSTEIN, C.J. Developmental genetiEgperientia, 42: 1117-1128, 1196

FOLATOS. Disponivel emx www.farmacia.us/bromatologia/bromaweb/docu/fadato

Acesso em 04 de agosto de 2007.

FONSECA, V; GUBA, S. C; FINK, L. M. Hyperhomocysteimia and endocrine
system: implications for atherosclerosis and throsidEndocrine Reviews.20,5: 738
-59, 1999.

FOWEKES, F.G.R; LEE, AJ; HAU, C.M; COOKE, A; CONN) J.M; LOWE,
G.D.O. methylenetetrahyrofolate ReductaddTKHFR) and oxide nitric Synthase
(ecNOS) genes and risks of peripheral arterial asiseand coronary heart disease:
Edinburgh artery studyAtherosclerosis,150. 179-185, 2000.

FRANCO G. Tabela de Composi¢cdo Quimica dos Aliment®dsed. Sdo Paulo:
Atheneu, 1998.

44



FROSST, P; BLOM, H. J; MILOS, R; GOYETTE, P; SHER®EA C. A
MATTHEWS, R. G ET AL. A candidate genetic risk factfor vascular disease: a
common mutation in methylenetetrahyrofolate RediectBlat. Genet 10: 111-113,
1995.

GOYETTE, P; SUMMER, J.S; MILOS, R; DUNCAN, AAMROSENBLATT, D.S;
MATTHEWS, R.G; ROZEN, R. Human Methylenetetrahydtate Reductase :
isolation of cDNA, mapping and mutation identifiicett. Nat Genet 7:195 — 200, 1994.

GOYETTE, P; FROSST, P; ROSENBLATT, D.S; RZEN, Rv&enovel mutations in
the Methylenetetrahydrofolate Reductase gene andtgee / phenotype correlations in
severe Methylenetetrahydrofolate Reductase defigieAm. J. Hum. Genet., 56:
1052-1059, 1995.

GOYETTE, P, CHRISTENSEN, ROSENBLATT, D, ROZEN, Revere and Mild
Mutations in cis for the Methylenetetrahydrofold®eductase (MTHFR) Gene, and
Description of Five Novel Mutations in MTHFRAmM. J. Hum. Genet 59:1268-1275,
1996.

GRILLO, L; ACACIO, G; PINTO, W; BERTUZZA, C. mutagd no gene da
Metilenotetrahidrofolato Redutase e Sindrome de md»aderno de Saude publica,
Rio de Janeiro,18(6): 1795 — 1797, 2002.

GUEANT, J.L; GUEANT-RODRIGUEZ, R.M; ANELO, G. Genetdeterminat of
folate and vitamin B12 metabolism: Commom pathwageural tube defect and Down
SyndromeClin Chem. Lab. Med, 41: 1473-1477, 2003

GUILLAND JC, LEQUEU B. Do estado de caréncia acadetpré-carencial. InAs

vitaminas: do nutriente ao medicamento. Sdo Paul@antos 1995. 357 p.
HASSOLD, T.R; BURRAGE, C.L; CHAN, E.R; JUDIS, LMSCHWARTZ, S;

JAMES, S.J et al. Maternal folate polymorphisms ahe etiology of human
nondisjunctionAm J Genet 69:434-9, 2001

45



HERBERT V. Folic acid . In: Shils, ME; Olson, JA;dghe, S. Modern nutrition In
health and disease. 9 edPensilvania: Willians & Wilkins; 1999. p.433-45.

HERNANDEZ, D. & FISHER, E. M. C. Down Syndrome gé&ns: Unravelling a
multifactorial disorderHuman Molecular Genetics 5 1411-1416, 1996

HERTRAMPF E, CORTES F. Folic acid fortification wheat flour: ChileNutr Rev
2004; 62 (6 Pt 2): S44-8.

HOBBS C.A; SHERMAN, S.L; YI, P; HOPKINS, S.HEORFS, C.P; HINE, R.J;
POGRIBNA, M; ROZEN, R; JAMES, S.J. Polymorphismsgenes involved in folate
metabolism as maternal risck factor for Down Synt#oAm J. Hum Genet,67: 623 —
630, 2000.

HOROVITZ, J; RYPINS, E.B; HENDERSON J.M; HEYMSFIELBB; MOFFITT SD;
BAIN R.P; CHAWLA R.K; BLEIER JC; RUDMAN, D. Evidere for impairment of
transsulfuration pathway in cirrhos{Sastroenterology,81. 668 — 75, 1981.

HOROVITZ DDG, LLERENA JR. JC, MATTOS RA, Atencaosadefeitos congénitos
no Brasil: panorama atu&ad Saude Publica21:1055-642005.

ISOTALO, P.A; WELLS, G; DONNELLY, J. Neonatal and etél
Methylenetetrahydrofolate Reductase genetic polpmems: An examination of
C677T and A1298C mutationd&m. J. Hum. Genet,67: 986 — 990, 2000.

JAMES, S. J.; POGRIBNA, M.; POGRIBNY, I. P.; MELNYIS.; HINE, J.; GIBSON,
J. B.; YI, P.; TAFOYA, D. L.; SWENSON, D. H.; WILSQ V. L. & GAYLOR, D. W.
Abnormal folate metabolism and mutation in the Méthetetrahydrofolate Reductase
gene may be maternal risk factors for Down Syndrohmeerican Journal of Clinical
Nutrition , 70:495-501, 1999

JACOBSEN, D.W. Homocisteina (para teste e tratam)ehiAES  HAES, 208-216,
2000.

46



KOEBNICK C; Heins UA; Holfmann I; Dagnelie PC; Leihan C. Folate status during
pregnancy in women is improved by long-term higbetable intake compared with the
average western diet.Nutrition , 131(3): 733-739, 2001.

KUTZBACH, C: STOKSTAD, E.L. Mammalian Methylenetatrydrofolate Reductase.
Partial purification, properties and inhibition by-adenosylMethionineBiochim.
Biophys. Acta,250:459-77, 1971.

LAHIRI, D. K. & NURNBERG Jr., J. I. 1991. A pad non-enzimatic method for
the preparation of HMW DNA from blood for RFLP siesl Nucleic Acids Research
19: 5444,

LEYTON, C; MERGUDICH, D; DE LA TORRE; D, SANS J. jpaired chromosome
segregation in plant anaphase after moderate hyppgtagon of DNA.Cell Prolif, 28:

481—- 496, 1995.

LIBBUS, B.L; BORMAN, L.S; VENTRONE, C.H; BRANDA, K. Nutritional folate
deficiency in CHO cells: chromosomal abnormalitessociated with perturbations in
nucleic acid precursor&ancer Genet Cytogenet46. 231-242, 1990.

LECLERC, D; WILSON, A; DUMAS, R; GAFUIK, C; SONGD; WATKINS D;
HENG, H. H. Q; ROMMENS, J. M; SCHERER, S. W; RENBLATT, D. S;
GRAVEL, R.A. Cloning and mapping of a cDNA for methine synthase reductase, a
flavoprotein defective in patients with homocystiauProc. Natl. Acad. Sci. USA95,
3059-3064, Genetics, 1998

MAHAN, LK, Escott-Sutmp SKrause:Alimentos Nutricdo e Dietoterapia®? ed. Sao
Paulo, Editora Roca, 1998.

MABERLY GF, STANLEY FJ. MANDATORY fortification offlour with folic acid:

an overdue public health opportunity. The scientifenefit is clear, but translating this
into practice requires advocadyed J Aust 2005; 183:342-3.

47



MARTINELLI, M.; SCAPOLI, L. PEZZETTI, F.; CARINCI, F.; CARINCI, P;
STABELLINI,G. et al. C677T variant form at tidTHFR gene ans CL/P: A risk factor
for mothersAm J Med Genet 98:357-60, 2001.

MELNYK, S; POGRIBNA, M; POGRIBNY, I.P; YI, P; JAMESS.J. Measurement of
plasma and intracellular S-adenosylMethionine arabl&hosylhomocysteine utilizing
coulometric electrochemical detection: alterationgh plamsa homocysteine and
pyridoxal 50-phosphate concentratio@$in Chem, 46. 265-272, 2000.

MELO, R.S. Estudo clinico de 128 casos de mongaligtese]. Departamento de
Biologia do instituto de biociéncias da Universidagl de Sdo Paulp1970.

MONTALESCOT, G; ANKRI, A; CHADEFAUX-VEKEMANS, B; BIACHER, J;
PHILIPE, F; DROBINSKI, G; BENZIDIA, R; KAMOUN, P; HOMAS, D. Plasma
homocysteine and extend of atherosclerosis in qatigith coronary artery diseagdet.
J. Cardiol., 60: 295-300, 1997

MOREIRA, L.M. A; FERRARI, I. Um caso de translocacBalanceada 14q / 21q de

ocorréncia familialCiénc. cult., 29: 309 — 11, 1977.

NAKADONARI EK, SOARES AA. Sindrome de Down: considedes gerais sobre a
influéncia da idade materna avancada. Arq Mudi620@(2):5-9.

NEVES, L. B; MACEDO, D. M; LOPES, A.C-HomocisteinAras Patol Med Lab,
40(5) 311-20, 2004.

O’LEARY, V.B; PARLE-MCDERMOTT, A; MOLLY, AM. MTRR and MTHFR
Polymorphisms: Link to Down Syndromé&m. Jounal Med. Genet.107:151-155,
2002

OLIVARES M, HERTRAMPF E, LLAGUNO S, STEKEL A. Ings® nutricional de
acido folico en lactantes que recibem lactancizemat Boletin de La Oficina Sanitaria
Panamericanal989; 106(3): 185-192.

48



PANCHARUNITI, N; LEWIS, C.A; SAUBERLICH, H.E; PERWS, L.L; GO, R.C.P;
ALVAREZ,0.J; MACALUSO, M; ACTON, R.T; COPELAND, R.BCOUSINS, A.L;
GORE, T.B; CORNWELL, P.E; ROSEMAN, J.M. Plasma haysieine, folate, and
vitmim B-12 concentrations and risk for early-onsetonary artery diseasém. J.
Clin. Nutr. 59: 940-948, 1994.

PICCIANO MF. Embarazo y lactancia. In: Ziegler EB£Filer Jr LJ .Conocimientos
actuales sobre nutricion. 72 ed. Washington: OPA®)MS: 410-22, 1997.

PENG F; LABELLE LA; RAINEY BJ; TSONGALIS GJ. Singlenucleotide
polymorphisms in the Methylenetetrahydrofolate Rédse gene are common in US
Caucasian and Hispanic American populatidngernational journal of molecular
medicine 8(5): 509-11, 2001

PERSAD VL, VAN DEN HOF MC, DUBE JM, ZIMMER P. Inc&hce of open neural
tube defects in Nova Scotia after folic acid faocation. CMAJ 2002; 167:241-5.

RISK AND RECURRENCE RISK OF DOWN SYNDROME. Dispoerlv em

<http://www.nas.com/downsyn/benke.htmlAcesso em 25 de fevereiro de 2005.

ROSENBLATT, D.S. Folate and homocysteine metabobsi gene polymorphisms in
the etiology of Down Syndromé&m J Clin Nutr, 70:429-30, 1999.

SCHOLL, T.O, Johnson WG. Folic acid: Influence ba butcome of pregnancim L
Clin Nutrition, 71: S1295-S1303,2000.

SELHUB J, ROSENBERG IH. Acido folico. In: ZieglerEE & Filer Jr LJ .
Conocimientos actuales sobre nutricion. 72 ed. \Wgtin: OPAS, OMS; 1997. p.218-
32.

SESHADRI, S; BEISER, A; SELHUB, J; JAQUES, P; ROSEBRG, I;
D’AGOSTINO, R; WILSON, P; WOLF, P. Plasma homocysteas a risk factor for
dementia and Alzheimer’s diseadeEngl J Med, 14; 346(7):476-83, 2002

49



SHI, M; CAPRAU, D; ROMITTI, P; CHRISTENSEN, K; MURRY, J.C. Genotype
Frequencies and Linkage Disequilibrium in the CERHman Diversity Panel for
Variants in Folate Pathway Gene§ HFR MTHFD, MTRR RFC1, andGCP2.Birth
Defects ResearcliPart A) 67545-549, 2003.

SIBANI, S.; CHRISTEN, B.; O'FERRAL, E.; SAADI, I.;HIOU-TIM, F,;
ROSENBLATT.D.S et al. Characterization of six novehutations in the
Methylenetetrahydrofolate Reducta®dTHFR) gene in patients with homocystinuria.
Hum Mutant, 15:280-7, 2000.

TAKAMURA, N; KODOH, T; OHGI, S; MINE, M; YAMASHITA, S; AOYAGI, K.
Abnormal folic acis-homocysteine metabolism as mmate risk factor for Down
Syndrome in Japatur.J.nutr, 1-3, 2004.

TEIXEIRA, M.G; BARRETO, ML; COSTA, M.C.N; STRINA, A MARTINS, D;
PRADO, M. Sentinel areas: a monitoring strateggublic healthCad.Saude Publica,
RJ, 18:1189-1195, 2002.

THOMPSON MW, MCINNES RR, WILLARD HF. Genética médic5ed. Rio de
JaneiroGuanabara Koogan .8-21, 138-57; 1993.

TSAI, M. Y. ET AL. Amplification refractory mutatio system to identify mutations in
cystationing3-Synthase deficienclin Chem. 41: 1775 — 7, 1995.

ULRICH, C.M. C; KAMPMAN, E; BIGLER J; SCHWARTZ, S.MCHEN, C;
BOSTICK, B; YASUI, Y; POTTER, J.D. Colorectal adenas and the C677/MTHFR
polymorphisms: Evidence for gene- environment axtgon?.Cancer epidemiology,
biomarkers & prevention. 8: 659-668, 1999.

VAN DER PUT, N.M.J; STEEGERS — THEUNISSEN, R.P; F&R&Y, P; ESKES, T.K;
VAN DER HEUVEL, L.P; MARIMAN, E.C; DEN HEYER, M; RGZEN; R BLOM,
H.J. Mutated Methylenetetrahydrofolate Reductase asck factor for spina bifida.
Lancet 346: 1070 — 1071, 1995.

50



VAN DER PUT, N.M.J; VAN DEN HEUVEL, L.P; STEEGERSHEUNISSEN, R.P;
TRIJBELS, S.F.J; ESKES, T.K; MARIMAN, E.C; DEN HEYE M; BLOM, H.J.
Decreased methylenetetrahyrofolate Reductase tgctive to the C667T mutations in
families with spina bifida offspringl. Mol. Med., 74:691-694, 1996.

VAN DER PUT, N.M.J; GABREELS, F; STEVENS, E.M.B; MEITINK, J.A.M;
TRIUBELS, F.J.M; ESKES, T.K.A.B; VAN DER HEUVEL, .B; BLOM, HJ. A
second common mutation in the Methylenetetrahydntéo Reductase gene: an
additional risck for neural tube defect&f. J. Hum Genet:62: 1044 — 1051, 1998.

VITOLO MR. Nutricdo: da gestacéo a adolescéncia.dei Janeiro: Reichmann &
Affonso Editores; 2003.

WANG, X.P; LIN, Q.D; M.A, Z.W,; ZHAO, A.M. [C677T att A1298C mutation of the
Methylenetetrahydrofolate Reductase gene in unewa recurrent spontaneous
abortion].Zhonghua Fu Chan Ke Za Zi 39(4): 238-41, 2004

WEISBERG, I; TRAN, P; CHRISTENSEN, B; SIBANI, S; BN, R. A second
genetic polymorphism in methylenetetrahidrofolatedBctase NITHFR) associated
with decreased enzyme activitylolecular Genetics and Metabolism 64: 169 — 72,
1998

WESTROM, K.D; JOHANNING, G.L; JOHNSTON, K.E; DuBARDM. Association
of the C677T Methylenetetrahydrofolate Reductase tatmn and elevated
homocysteine levels with congenital cardiac malfations. Am J Obst Gynecol,
184:806-17, 2001.

WILSON, A; PLATT, R; WU, Q; LECLERC, D; CHRISTENSENB; YANG, H;
GRAVEL, R. A; ROZEN, RA Common Variant in Methionine Synthase Reductase
Combined with Low Cobalamin (Vitamin B12) IncreasBssk for Spina Bifida.
Molecular Genetics and Metabolisn67: 317-323, 1999

51



WOUTERS, M.G.A.J; BOERS, G.H.J; BLOM, H.J; TRIUBEL%.J; THOMAS,
C.M.G; BORM,G.F et al. Hyperhomocysteinemia: a rifgctor in women with
unexplained recurrent early pregnancy |¢sstil Steril, 60:820-5, 1993.

World Health Organization-Nutritional anaemias, &ean OMS (report of a WHO
group of experts, 503), 1972.

ZETTERBERG, H. Methylenetetrahydrofolate Reductasd transcobalamin genetic

polymorphisms in human spontaneus abortion: bicklgand clinical implications.

Reproductive Biology and Endocrinology2:7, 2004.

52



Artigo 1
Estudo de polimorfismos em genes de enzimas envdas no

metabolismo do folato na populacao geral da cidadie Salvador-Bahia
Urpia, C.C, Acosta, A.X}?

1- Laboratério Avancado de Saude Pdublica/Centro BEesquisas Gongalo
Moniz/FIOCRUZ, 2- Departamento de Pediatria da Kmede de Medicina da
Universidade Federal da Bahia (FMB/UFBA).

INTRODUCAO

A 5,10- metilenotetrahidrofolato RedutagblADPH) é uma principais enzimas
reguladoras do metabolismo do folato e homocistegndo este Gltimo, um aminoacido
formado exclusivamente a partir da desmetilacadle@onina proveniente da dieta ou
do seu catabolimo. Esta enzima € uma flavoproteinatituida por 656 aminoacidos e
estruturalmente € um homodimero com subunidadeg7kPa que apresentam dois
dominios distintos: um dominio aminoterminal (-NH2}alitico e um dominio carboxi-
terminal (-COOH) de 37 k Da, que contém o sitiolidacdo para a S-Adenosil
Metionina, localizado entre os dois dominios. O egdmumano codificador da
metilenotetrahidrofolato Redutag®ITHFR) localiza-se no bra¢o curto do cromossomo
1, na posi¢do 1p36.3 Sua organizacdo demonstracamposi¢do de 11 éxons e 10
introns e dezesseis mutacfes ja foram identificadsse gene sendo as duas mais
comuns os polimorfismddTHFR 677 C >T e MTHFR 1298 A >C.

Estes polimorfismos interferem no metabolismo d@atéy reduzindo a sua
disponibilidade em vias essenciais de sintese dagéd DNA (GRILLO et al,2002)
contribuindo assim para a sua hipometilacdo, ajéer e aberracdo na segregacgao
cromossomica (LIBBUS et al, 1990, LEYTON et al, 3RAs alteracdes no gene da
MTHFR representam a importante causa de erros de foomdgarecém-nascidos
devido ao metabolismo anormal de acido folico. @dgntes sdo acometidos por grave
homocistenuria, hipometioninemia e uma variedadendéormacdes neurologicas e
problemas vasculares com idade variavel de ocaaéNEVES et al., 2004). Diversos
erros inatos do metabolismo de origem autossongicassiva como a deficiéncia da
Cistationinap Sintase, deficiéncia d®MTHFR e a deficiéncia da Metionina Sintase
Redutase estdo associados com o0 aumento plasmataeco homocisteina
(ROSENBLATT, 1999).
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As mutacdes no gene dATHFR acarretam em deficiéncia de folato e estdo
presentes na forma homozigota em cerca de 10% plagpdio brasileira caucasoéide
(ARRUDA et al., 1998).

Outra enzima envolvida no metabolismo da homociaiefue pode ter a sua
atividade alterada pela presenca de mutacoesl€tianina Sintase Redutag@ITRR).
Trata-se de uma flavoproteina constituida por @8B@écidos cujo gene localiza-se no
cromossomo 5, entre as posi¢cdes 5p15. 3-pl5. iceodio uma proteina de 77,7
kilodaltons (kDa) (LECLRERC et al., 1998). A orgaatdo deste gene demonstra uma
composicao de 15 éxons possuindo onze mutacOesgditds (WILSON et al., 1999),
sendo o polimorfismoMTRR 66A> G 0 mais estudado. As consequéncias deste
polimorfismo ainda ndo foram bem estabelecidas etudes, porém, ao atuar
juntamente com o polimorfismo MTHFR 677C>T, integfenegativamente no
metabolismo do folato afetando a sua disponibikdpdra a via essencial de metilacédo
do DNA, levando a sua hipometilacdo e possivelrataha segregacdo cromossémica
(WANG et al, 2008).

MATERIAS E METODOS

Populacdo do estudo Nestetrabalho foram analisadas 300 amostras de indigidao
populacdo geral de Salvador, originados de um fargjee estimou a prevaléncia e
incidéncia de marcadores sorologicos para agemtesciosos entre residentes de
diversos bairros da cidade de Salvador-BA (TEIXE&AI, 2002)

Polimorfismos analisadosMTHFR 677C>T eMTHFR 1298A>C no gene da enzima
metilenotetrahidrofolato Redutase MTRR 66A>G no gene da Metionina Sintase
Redutase,

Andlise laboratorial - A partir de DNA gendmic@reviamente armazenado em freezer
a -20° C, no Laboratério Avancado de Saude Puklié&P), do Centro de Pesquisa
Goncalo Moniz (CpQGM), da fundacdo Oswaldo Cruz&RDZ - CpQGM-
FIOCRUZ/BA foram realizadas as técnicas de P@ERIymerase Chain Reactipn
mediante utilizacdo derimersespecificos para a amplificacdo das regides deesde

e de RFLP Restriction Fragment Length Polymorphjspara genotipagem, mediante
utilizacdo enzimas de restricdo especifica para padimorfismo. Ambas as técnicas
basearam-se em adaptacOes de condi¢cdes descriiteyatara (ULRICH et al, 1999;
VAN DER PUT et al, 1998; WILSON et al, 1999).
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Andlises estatisticas - Fautilizado o programa GENEPOP verséo 3.3 para lzlas
freqUéncias alélicas e a aderéncia ao equilibriblately-Weinberg. Para as analise de
valores dep, odds ratio(OR) e intervalos de confianga (IC) foi utilizadoprograma
estatistico BIOESTAT 4.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 300 amostras analisadas para o polimorfism&®¥V#Hho gene da enzima
MTHFR 63% eram representados pelos individuos homasgselvagens (677CC),
31% pelos heterozigotos (677CT) e 6% pelos homtzsgmutantes (677TT), o que
demonstrou uma freqtiéncia do alelo T de 0,21.

Para o polimorfismo 1298A>C no gene da enzMhBHFR 55% individuos
eram homozigotos selvagens (1298AA), 38% hetertasyo(1298AC) e 7%
representavam os homozigotos mutantes (1298CQ)ealgmonstrou uma frequéncia
do alelo C de 0,25. A distribuicdo dos gendtiposMIEHFR na populacdo geral de
Salvador encontrava-se em equilibrio de Hardy-Wasimb
Com relacdo ao polimorfismo 66A>G da enzimetionina Sintase Redutgse3% dos
individuos representavam os homozigotos selvagéBsA), 35% os heterozigotos
(66AG) e 12% os homozigotos mutantes (66GG), odgmeonstrou frequéncia do alelo
G 0,29.

Tabela |- Frequéncias alélica e genotipica na ol de Salvador-BA para 0s
polimorfismosMTHFR 677C>T eMTHFR 1298 A>C eMTRR66>G.

Posicdo Gendtipo n (%) Frequéncia do alelo mutante
MTHFR 677
ciC 190 (63)
cIT 93 (31)
TIT 17 (6) 0,21
MTHFR 1298
AIA 166 (55)
AIC 113 (38)
cIC 21 (7) 0,25
MTRR 66 AIA 159 (53)
AIG 106 (35)
GIG 35 (12) 0,29
TOTAL 300

Avaliou-se a distribuicdo alélica e genotipica enfromens e mulheres da
populacdo de Salvador e foi observado que nao hdlifeeenca estatisticamente

significante na distribuicdo dos alelos, porém olsese uma maior contribuicdo dos
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genotipos mutantes CC e GG, dos polimorfistddHFR 1298A>C eMTRR66A>G,

como observado na Tabela Il.

Tabela Il - Distribuicdo por gendtipo entre homensiulheres e frequiéncia alélica dos

polimorfismos na populacéo geral de Salvador.

Genes Homens Mulheres P
Gendtipos n (%) n (%)

MTHFR677C>T CC 68 (55,7) 82 (46,0)

CT 32 (26,2) 46 (25,8)

TT 22 (18,0) 50 (28,2) p>0,05
Frequéncia do alelo T 0,3 0,4
MTHFR1298 A>C AA 72 (59,0) 85 (47,8)

AC 30 (24,6) 44 (24,7)

cC 20 (16,4) 49 (27,5) p=0,03
Frequéncia do alelo C 0,3 0,3
MTRR66 A>G AA 53 (43,4) 71 (39,9)

AG 39 (32,0) 38 (21,3)

GG 30 (24,6) 69 (38,8) p=0,01
Frequéncia do alelo G 0,4 0,4

As frequéncias alélicas T e C dos polimorfisSHFR677C>Te MTHFR

1298A>C, respectivamente encontradas neste estsidm ele acordo com estudo
realizado em Portugal por Castro et al.,2003 emagumesmas foram de 0.33 e 0.28,
respectivamente. Em outro estudo realizado por Ftngl., 2001 a frequéncia do
genotipo homozigoto mutante pavif HFR 1298A>C encontrada em caucasianos foi
de 4% e para os heterozigotos de 42% e na populaispénica as frequéncias
genotipicas apresentaram-se similares e represanpad 4% de homozigotos mutantes

e 38% de heterozigotos.
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Este estudo demonstra que as frequéncias alélicasCTdos polimorfismos
MTHFR 677C>T eMTHFR 1298 A>C foram de 0,21 e 0,25, respectivamentaesa]
frequéncia alélica G do polimorfismMTRR66A>G da enzima foi de 0,29.

Os polimorfismos dMTHFR analisados apresentam variacéo de sua frequencia
de acordo com a populacdo, sendo menos frequetre @ africanos numa taxa de
1,6% para 677TT e 4,4% para 1298CC (Gueant-Rodrigual, 2006) do que em
outros grupos étinicos como caucasianos, cuja éredja € de 12,3% para 677TT e de
11% para 1298CC (Skibo&t al, 1999).

Na populacdo geral, quando analisados por sexawasse que 0s genotipos
homozigotos mutantes para os trés polimorfismos, t@mo as frequencias dos alelos
mutantes foram mais frequentes entre as mulhem&np ndo houve diferenca

estatisticamente significante.

CONCLUSAO

As frequéncias dos alelos T, C e G dos polimorfsnTHFR 677C>T,
MTHFR1298 A>C eMTRR 66A>G na populacdo de Salvador foram de 0,21, 6,25
0,29, respectivamente, demonstrando que nestagudoub frequéncia do alelo G do
gene da MTRR foi a maior encontrada, entre asestgladas. Observou-se ainda nesta
populacdo que o0s genoétipos mutantedHFR 1298CC e MTRR66GG foram
encontrados em maior proporcdo entre as mulherasdqucomparados aos homens,

porém este resultado ndo apresentou significastaigtica.
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Artigo 2
Polimorfismos em genes das enzimas Metilenoterahiofolato
Redutase e Metionina Sintase Redutase como fatoms risco para a

ocorréncia da Sindrome de Down
Urpia, C.CY; Amorim, . Pina, H; Acosta, A.X}?.
1- Laboratério Avancado de Saude Publica/Centro MBesquisas Goncalo
Moniz/FIOCRUZ, 2- Departamento de Pediatria da Kmxe de Medicina da
Universidade Federal da Bahia (FMB/UFBA), 3- Senvile Genética Médica/ Hospital
Universitario Professor Edgard Santos (HUPES), #abAlatorio de Ginecologia/

Hospital Universitario Professor Edgard Santos (HSP

INTRODUCAO

A Sindrome de Down (SD) é a causa genética maisignde retardo mental
em humanos, com incidéncia de aproximadamente 1/@@3cidos Vvivos
(HERNANDEZ & FISHER, 1996). A SD é o resultado dasenca de um cromossomo
21 extra nas células do afetado devido a ndo didumrromossdmica em 95% dos
casos. Este evento se da na anafase da meiosartela maturacdo do oocisto, antes
da ovulacdo e/ou na anafase da meiose Il, durargtibzacdo da mulher adulta
(HOBBS et al.,2000). Esta Sindrome vem sendo as$@a@ idade materna pois, maes
com idade acima de 35 anos tém maior risco emilhersfafetados, uma vez que a
medida que envelhecem seus Ovulos também acompasé&arenvelhecimento. No
entanto, cinco por cento dos eventos de nao-didurororrem na meiose paterna
(THOMPSON et al., 1993). As bases bioquimicas eemgares que levam a nao-
disjuncdo meidtica ainda ndo sdo compreendidagnpoalguns autores sugerem que
polimorfismos em genes envolvidos no metabolismdadimo sejam fatores de risco
para o evento da ndo-disjuncédo cromossomica.

A Metilenotetrahidrofolato Redutase (MTHFR) e a Meina Sintase Redutase
(MTRR) séo, respectivamente, duas das principasres reguladoras do metabolismo
do folato e homocisteina. MTHFR é uma flavoproteina constituida por 656
aminoacidos que utiliza Nicotina Adenina Dinucldett Fosfato (NADPH) como
doador de elétrons e Flavina Adenina Dinucleotifé®D) como cofator enzimatico
(KUTZBACH & STOKSTAD, 1971). Dezesseis mutagBesgéam identificadas nesse
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gene, (GOYETTE et al, 1994, 1995 e 1996; FROSSAI, e1t995; VAN DER PUT ET
AL, 1998) sendo as duas mais comuns 0s polimors6¥YC>T, situado no éxon 4,
que confere a substituicdo de nucleotideo C>T s&@0 677 (FROSST ET AL, 1995)
e 0 1298A> C, no éxon 7, que confere a substituicdo de ntidism A>C na posicao
1298 (Van der Put et al, 1998), ambas mutacOesupisntjue resultam em troca de
aminoacidos na proteina.

A MTRRé uma flavoproteina constituida por 698 amino&cid@nze mutacoes
ja foram identificadas nesse gene (WILSON et &99), sendo o polimorfismo 66A>
G o mais estudado. Situado no éxon 2, este polisnoof promove a substituicdo do
aminoacido isoleucina pelo Metionina (#dViet) , na posicdo 22 da proteina, estando o
mesmo relacionado ao comprometimento da funcaonétizia, levando a reducdo da
sua atividade, podendo levar ao aumento dos nigleishomocisteina e maior
requerimento de acido félico na dieta a fim de sgienantenha normal a remetilacdo da
homocisteina para Metionina (BAILEY & GREGORY, 1999

Esses polimorfismos vém sendo associados a reddedatividade das
respectivas enzimas e conseqiente aumento no iregatr de acido folico na dieta, o
qual é essencial para a sintese de novos nuclestpEcussores da sintese do DNA e
também essencial para que as reagfes de metilajélar cocorram normais. A
deficiéncia cronica de folato e metil tem sido agsta & metilacdo anormal do DNA
(POGRBNY et al.,2004; JAMES et al.,2003), quebra simas fitas (DUTHIE et
al.,2002), alteracdo da recombinacdo cromossorZidiNQ et al.,2003) e segregacao
aberrante (PARRY et al.,2002) como a disjuncdo osm®mica anormal durante o
processo da meiose | materna, ocasionando dissigeioéticos, dentre eles, a trissomia

do cromossomo 21 ou Sindrome de Down (SD).

MATERIAL E METODOS
Estudo caso-controle
Populacao caso

Esta populacdo € composta por 56 criancas com [ seus genitores que se
apresentavam disponiveis para coleta do mategallos 61 mées e 28 pais. Todos
foram convidados a participar do estudo e aqueles apncordaram assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido (TCldids, em seguida, coletada amostra

bioldgica (sangue) e informacdes familiares. Toows$ndividuos eram procedentes do
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Ambulatério de Genética Médica do Hospital Univignsd Professor Edgard Santos
(HUPES)- Universidade Federal da Bahia (UFBA)

Participaram do estudo pacientes com SD que paossgiidtipo e seus
respectivos pais. Das 56 amostras da populacdo S2sepresentavam trissomia livre,

3 mosaicos e 1 translocacdo Robertsoniana.

Populacao controle

O grupo controle foi composto por 102 mulheres mansadas que possuiam
filhos normais, auséncia de historico familiar c8M e de aborto espontaneo. Todas
procedentes do HUPES/UFBATodos foram convidados a participar do estudo e
aqueles que concordaram assinaram um TCLE sendeegmida, coletada amostra

biologica e informacdes familiares.

Polimorfismos analisados-MTHFR677C>T eMTHFR1298A>C no gene da enzima
metilenotetrahidrofolato Redutase MTRR66A>G no gene da Metionina Sintase
Redutase.

Analise laboratorial
Coleta de material biolégico e extracdo de DNA

Coletou-se 5ml de sangue periférico, em um tub@@uw contendo 54ul de
anticoagulante (EDTA) de todos os participantesstado.

A extracdo de DNA de células mononucleares foafp#lo método descrito por
Lahiri et al, (1991) e, posteriormente, o material foi armadeneam freezer a -20° C,
pertencente ao Laboratorio Avancado de Saude RUIASP), do Centro de Pesquisa
Goncgalo Moniz (CpQGM), da Fundacdo Oswaldo CruzROZ — CpQGM-
FIOCRUZ/BA. Foram realizadas as técnicas de PCRyifiRwase Chain Reaction),
mediante utilizacao de primers especificos para@ificacdo das regides de interesse e
de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphispea genotipagem, mediante
utilizagcdo de enzimas de restricdo especificas pada polimorfismo. Ambas as
técnicas basearam-se em adaptacfes de condicGesadesa literatura (ULRICH et al,
1999; VAN DER PUT et al, 1998; WILSON et al, 1999).

Andlises estatisticas-As freqléncias alélicas e a aderéncia ao equilide
Hardy-Weinberg foram realizadas pelo programa GEDIERersado 3.4 (Raymond e

Rousset, 1995). Para comparar os dados das mutt@iggsipo controle e das méaes do
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grupo caso e realizar o teste do qui-quadrado tibzado o programa compare 2,

versao 1.31, pertencente ao pacote estatistico BRNP

RESULTADOS E DISCUSSAO

A idade materna é o unico fator de risco bem eldaiol® para ocorréncia da SD
sendo estimado que 15%20% de todas as concepc¢des humanas sdo devidusanar
divisdo meiodtica, entretanto a maioria desses éries natureza letal e resulta perda do
feto. Estudos apontam que a alta frequéncia paralisfuncdo materna seja devido a
falta de um checkpoint meidtico, no éocito e istonéce uma exxplicacdo biologica
plausivel para a predominéncia de nao-disjuncaenmeat

Estudos recentes tém apontado o polimorfisditHFR 677C>T (ACACIO et
al, 2005) e o fumo excessivo como fatores de risata a ocorréncia da SD e,
interessantemene, o baixo nivel de folato tem sisleociado a esses dois fatores.
Alguns autores apontam os baixos niveis de folaimaoc fator de risco para a
aneuploidia humana. Foi observado que linfocitosndéheres que ingeriam dieta com
deficiéncia de folato tinham pré-disposicao a fragtacdo centromeérica e segregacao
cromossOmica anormal, porém, apos a fase de depterdolato, ao ser oferecida a
suplementacdo nessas mulheres, foi observada ugn#icsinte diminuicdo dessa
fragmentacao, logo, este estudo suporta a possitddi de que interacbes genéticas e
ambientais multifatoriais que comprometerstatusde folato materno pode promover a
nado-disjuncdo meidtica e a concepcao de individno 8D (WANG, 2008).

Neste estudo, das 56 amostras de criancas analisagelimorfismoMTHFR
677C>T no gene da metilenotetrahidrofolato Redutgsesentou 55,4% individuos
homozigotos selvagens (677CC), 39,9% individuogrbeigotos (677CT) e 5,3%
individuos homozigotos mutantes (677TT), como sizado na Tabela Il. Os padrées

dos gendtipos séo representados na Figura 1.
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Figura 1- Padrdo de bandas observado para o pfiEmorMTHFR 677C>T. Raia 1:Marcador de peso
molecular (MPM-50pb); Raia 2: Produto ndo diger{d®8pb); Raias 4 e 6: individuos homozigotos

Selvagens; Raias 3 e 8 individuos heterozigotamds e 7 individuos homozigotos mutantes.

Tabela | - Frequéncias alélica e genotipica dosmnoofismos estudados em maées de

filhos com SD e controles.

Polimorfismos Gendtipos MSD (%) Controles (%) P OR (95% IC)
n=61 n=102
MTHFR 677C>T BE 26(426)  54(529) 10 (Referéncia)
eT 33(54,1)  43(422) 1,59 (0,83 a 3,05)
T 2(3.3) 5 (4,9) 0,83 (0,15 a 4,57)
Alelo T 0,30 0,25 05  085(0,47a154)
MTHFR 1298A>C AA 44(721)  76(745) 1.0 (Referéncia)
AC 14(23)  22(215) 1,09 (0,51 a 2,36)
eo 3(4.9) 4(3.9) 129 (0,27 a 6,05)
Alelo C 0,16 0,15 0.7 1,10 (0,52 a 2,32)
MTRR 66A>G AA 28(459)  55(53.9) 1.0 (Referéncia)
AG 23(37.7)  43(421) 1,05 (0,53 a 2,07)
e 10(16,4) 4(3.9) 4.9 (1,414 17,06)
Alelo G 0,35 0,25 0,06 83(0.47a149)

MSD=Mé&es de filhos com SD; ORxlds Ratio;MTHFR 677C>T (CC-Homozigoto selvagem,CT-
Heterozigoto e TT-Homozigoto mutante)MTHFR 1298A>T(AA-Homozigoto selvagem,AC-

Heterozigoto e CC-Homozigoto mutant)TRR66A>G (AA-Homozigoto selvagem,AG-Heterozigoto e
GG-Homozigoto mutante).
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Tabela Il - Frequencias dos alelos mutantes naBid&nde criancas com SD.

Polimorfismos Maes Pais Criancas com SD
Gendtipos n % n % n (%) %
o'o 26 426 16 571 31 55,4
MTHFR cT 33 541 11 393 22 39,3
677C>T TT 2 3.3 1 3.6 3 B3
Frequéenciadoalelo T 0,30 0.23 0.25
AA 44 721 19 67,8 37 66,1
MTHFR AC 14 23 8 28,6 19 33,9
1298 A>C cc 3 4.9 1 3.6 0 0
Frequenciado aleloC 0,16 0.17 0.17
AA 28 459 9 321 25 44,6
MTRR AG 23 377 12 429 23 41,1
66 A=G GG 10 16,4 7 25,0 8 14,2
Frequénciado alelo G 0,35 0.46 0.34

Quando analisadas para o mesmo polimorfismo, osétigels das 61 mées se
distribuiram entre 42,6% homozigotas selvagens GE€jJ7 54,1% heterozigotas
(677CT) e 3,3% homozigotas mutantes (677TT), camnaesizado na Tabela Il.

Os 28 pais analisados para o mesmo polimorfismerana seus genotipos
distribuidos em 57,1% individuos homozigotos sedvag (677CC), 39,3%
heterozigotos (677CT) e 3,6% homozigotos mutar@@3TT), como sumarizados na

Tabela Il. N&o houve diferenca estatisticamenteifsignte.

A populacdo controle quando analisada para esien@dismo apresentou a
seguinte distribuicdo genotipica. 52,9% eram mekehomozigotas selvagens
(677CC), 42,2% heterozigotas (677CT) e 4,9% honwdag mutantes (677TT), como
sumarizado na Tabela I.

Observou-se que a frequéncia genotipica das madsngentes ao grupo
controle (0,25) apresentou-se menor que a do gtapanaes com filhos afetados (0,3),
como esperado e de acordo com alguns autores, pasia diferenca nao foi
estatisticamente significante. JA num trabalhoizadd por Biselli e colaboradores
(2006), o alelo polimérfico MTHFR 677T apresentoegluencias maiores entre 0 grupo
controle sendo 0,31 e 0,38 nos grupos caso e tentespectivamente.
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Das 56 amostras de criancas analisadas, o polsn@fMTHFR 1298A>C
66,1% dos individuos eram homozigotos selvagens98AR), 33,9% eram
heterozigotos (1298AC) e nenhum individuo homozigmtutante (1298CC), como

sumarizado na Tabela Il. Os padrdes dos genotgmsepresentados na Figura 3.

A/A Homozigoto Selvagem
A/C Heteozigoto
C/C Homozigoto Mutante

AA AC AC AC CC AA AA CC

<+— 28plk

Figura 2- Padrdo de bandas observado para o pfiEmorMTHFR 1298A>C. Raia 1:Marcador de
peso molecular (MPM-50pb); Raia 2: Produto nao riige (163pb); Raias 3,8 e 9: individuos
homozigotos Selvagens; Raias 4,5 e 6 individutsréEigotos; Raias 7 e 10 individuos homozigotos
mutantes.

Das 61 maes analisadas para o polimorfi?itHFR 1298A>C no gene da
metilenotetrahidrofolato Redutase 72,1% eram hogudas selvagens (1298AA), 23%
heterozigotas (1298AC) e 4,9% homozigotas mutgi238CC), como sumarizado na
Tabela Il.

Dos 28 pais analisados, para 0 mesmo polimorfisi®,individuos eram
homozigotos selvagens (1298AA), 8 heterozigoto9§AZL) e 1 homozigoto mutante

(1298CC), como sumarizado na Tabela Il.

A populacdo controle quando analisada para esien@dismo apresentou a
seguinte distribuicdo genotipica. 76 mulheres hogaotas selvagens (1298AA), 22
heterozigotas (1298AC) e 4 homozigotas mutante98Q€), como sumarizado na
Tabela I.

Ao analisar as frequéncias alélicas e genotipicas ihdividuos para o
polimorfismo 1298A>C da metilenotetrahidrofolato ditase, foi observado que a
frequéncia do alelo C se fez em menor presencaupm gontrole (0,15) que no grupo

das méaes com filhos afetados (0,16) (Tabela I)émoresta diferenca ndo foi
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estatisticamente significante. Biselli e colaborad (2006) encontraram frequencias
do alelo mutante C de 0,27 e 0,25 dentre os greg®s e controle, respectivamente.
Das 56 amostras de criangcas analisadas, o polsm@fi66A>G no gene da
Metionina Sintase Redutase 25 individuos eram haotis selvagens (66AA), 23
individuos heterozigotos (66AG) e 8 individuos haigotos mutantes (66GG), como

sumarizado na Tabela Il. Os padrdes dos genétgmsepresentados na Figura 3.

A/A Homozigoto Selvagem
A/G Heteozigoto
G/G Homozigoto Mutante

150pb

66pb

50pt
44pb

Figura 3- Padréo de bandas observado para o pfismorMTRR 66A>G. Raia 1:Marcador de peso
molecular (MPM-50pb); Raia 2: Produto ndo digei(@6pb); Raia 5 individuo homozigoto selvagem;
Raias 3 e 6 individuos heterozigotos; Raias 4relividuos homozigotos mutantes

Das 61 amostras de méaes de criancas afetadasadaaligara o polimorfismo

66A>G no gene da Metionina Sintase Redutase 28 dramozigotas selvagens
(66AA), 23 heterozigotas (66AG) e 10 homozigotastanies (66GG), como
sumarizado na Tabela II.

Dos 28 pais analisados, para o mesmo polimorfisthandividuos eram
homozigotos selvagens (66AA), 12 individuos hetgains (66AG) e 7 individuos
homozigotos mutantes (66GG), como sumarizado naldkb

A populacdo controle quando analisada para esien@dismo apresentou a
seguinte distribuicdo genotipica. 55 eram homoagoselvagens (66AA), 43
heterozigotas (66AG) e 4 homozigotas mutantes (§6Gimo sumarizado na Tabela I.

Ao analisar as frequéncias alélicas e genotipicas ihdividuos para o
polimorfismo 66A>G da Metionina Sintase Redutasepbservado que a frequéncia do
alelo G se fez em menor presenca no grupo cor(®&) que no grupo das maes com
filhos afetados (0,35) (Tabela Il) e esta diferenga foi estatisticamente significante.
Biselli e colaboradores (2006) encontraram fregiasndo alelo mutante G de 0,49 e
0,46 dentre os grupos caso e controle, respectivamne
Alguns autores relataram a frequéncia elevada dmpdismo 66G do gene MTRR em
maes de pacientes com SD em relagdo ao grupo E(HOBBS, 2000; O'LEARY,
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2002; BOSCO, 2003), enquanto outros ndo (HASSOLDO2@a SILVA, 2005) .
Embora o estudo de da Silva et al, 2005 realizadpapulacao brasileira, ndo tenha
demonstrado diferenca na frequéncia alélica pgralimorfismo MTRR 66 A> G, este
polimorfismo foi associado ao risco aumentado @a&D quando combinado a alelos
polimorficos de outros genes envolvidos no metashad do folato. Essa associagao
também foi observada em populacdo ndo brasilei@SBO, 2003). Em estudo
realizado por Hobbs et al, 2000, este risco é dexapadamente 5,6 vezes quando o
polimorfismo 66A>G esta independentemente associadale 4 vezes quando
combinado ao MTHFR 677C>T. Porém, outro estudozadd no Brasil por Biseli et al
(2006), ndo encontrou associacao desses trés pbéimos com o risco aumentado
para a SD.

Diante dos resultados das frequéncias alélicadefia analise dos dois grupos
de mées (caso e controle), pelo pacote estat{MiitdPEP| e BIOESTAT 4.0) e os trés
polimorfismos estudados foram observados de acmuaoas freqiéncias de seus alelos
mutantes. Foi observado que os alelos mutantes 8 GCforam mais freqlientes em
maes de criancas afetadas, porém nao apresentoengid estatisticamente significante

qguando comparados com as mulheres controle. Dadusrigados na Tabela 1.

A média de idade da mé&e ao nascimento com filhtagor da Sindrome de
Down foi de 30,5 anos e a média das mées contootkando nascimento do seu ultimo
filho foi de 30,8 (Tabela Ill). A maioria das mules que tiveram filhos afetados tinha
idades abaixo de 35 anos e a maioria das mulhergsoles, tinha seus filhos normais
acima de 35 anos, mostrando desta forma que a rdati¥na neste estudo parece nao

influenciar em ter ou néo filho com SB=0,6) (Tabela IV).

Tabela Il - Distribuicdo da média e mediana dal@ddas mulheres com e sem filhos
com SD.
Média da idade Mediana da idade
MSD 30,5 31
Controles 30,8 31

69



Tabela IV - Idade das mées de criancas com SDteotesno momento da concepgao

Faixa etaria MSD (n=61) Controles (n=102)
N. de filhos N. de filhos

< 35 anos 43 67

>35 anos 18 35

P=0,6; X¥=0,4; GL=1; MSD = maes de criancas com SindromBalen.

Tabela V-Distribuicdo dos gendtipos dos controlesdes de criangas com SD por faixa
etéria.

MTHFR MTHFR MTRR
677C>T(%) 1298A>C(%) 66A>G(%)
Genotipos CC CT TT AA AC CC AA AG GG

Faixa <35 *Controle 52 42 6 69 253 6 52,242 6
Etaria anos
**caso 42 534 46 70 28 2 42 42 16

Faixa >35 *Controle 57 43 0 83 14 3 57 43 0
Etaria anos
**caso 50 50 0 78 11 11 56 28 17

*n=102; **n=61

O trabalho original de James et al.,(1999) estuonutacAaVI THFR677C>T
em 57 mulheres com filhos portadores de Sindrom®aen e 50 mulheres sem
abortamentos e gestacdes anormais, ndo ficandendgicde houve participagdo de
mulheres controles com filhos normais. A médiad#elé naquele estudo foi de 28 e 30
anos para os respectivos grupos, ndo havendo rijterestatisticamente significante
entre os dois grupos (JAMES et al. 1999).

O presente trabalho analisou a comparagdo de 6Ilstamode maes de
portadores de Sindrome de Down com 102 amostramuberes controles, sem
historias de aborto espontaneo e Sindrome de Davwamilia e com filhos normais. A
meédia de idade deste estudo foi de 30 anos par@samd grupos, ndo havendo
diferenca estatisticamente significante entre @s giaupos.

Este estudo ndo avaliou as condi¢cbes alimentaresndéheres em ambos o0s

grupos nem dosou acido folico para comparacado eagrendes, pois este tipo de
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avaliacao se depara com dificuldades em se olitemacdes fidedignas quanto ao tipo
de alimentacdo realizada no periodo periconcepiioma vez que em muitos casos, as

gestacdes ocorreram ha muitos anos.

CONCLUSAO

Neste estudo, quando os dois grupos de mulheras foomparados, as frequéncias
alélicas dos trés polimorfismos ndo apresentararferesica estatisticamente
significante. Apesar de existirem poucos relatditeratura sobre a real influéncia do
polimorfismo MTRR 66A>G na reducdo da atividade enzimatica, alguriades
relatam que juntamente com o polimorfismo 677C>Mda#FR a atividade da enzima
fica comprometida levando a casos de baixa dispmiaitle de folato, hipometilacao de
DNA e quebra de centrdmero, podendo desta fornmeatar o risco de ndo- disjuncao
cromossomica.

Ao ser avaliada a freqUiéncia genotipica neste esihgervou-se que a porcentagem
do gendtipo mutante GG d&ITRR era maior entre as mulheres do grupo caso,
conferindo risco aumentado de 4,9 vezes maior p&t.

N&o foi observada diferenca entre a média e mediasadades de ambos os grupos
de mulheres, nem mesmo houve diferenca estatigit@msignificante quando
comparadas as faixas etarias com relacdo ao nudeefohos, sugerindo que neste

estudo o fator idade materna nao influenciou narénoia da SD.
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APENDICE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caso

Controle

Numeracgao:

Titulo do estudo

“Estudo dos polimorfismos C677T e A1298C do genendsilenotetrahidrofolato
Redutase e A66G do gene da Metionina Sintase Rslata relacdo com a ocorréncia
da Sindrome de Down”

O que faz a crianca nascer com a Sindrome de Down?

Dentro do nosso corpo existem as células e deetss éxistem os cromossomos, que
sao estruturas que guardam os genes e estes guasdarssas informacdes genéticas,
como a cor dos olhos, a cor da pele, a cor do calelnosso sexo, entre outras
informacdes. O ser humano possui, normalmenteratiassomos em cada célula, e os
mesmos organizam-se de dois a dois (par), quer, égixesstem 23 pares ou duplas de
cromossomos dentro de cada célula. Na crianca dodrdne de Down, um desses
cromossomos, chamado de 21, ao invés de possisradyeas (par), ira possuir trés
copias em todas as suas células, ou seja, um csomosa mais além do normal, o que
é chamado de trissomia do cromossomo 21. Alteracdelecidas como mutagdes, nos
genes das enzimas metilenotetrahidrofolato Red@addetionina Sintase Redutase e a
deficiéncia de vitaminas, como o acido folico, podestar relacionados com a
ocorréncia desta Sindrome. Essas alteracdes (neg)ae8tdo ligadas a reducdo da
atividade das enzimas e maior consumo do &cidoofdizendo com que haja um
aumento dos niveis de uma substancia chamada rsiginai, presente no sangue e, na
auséncia de acido félico suficiente, podem ocadedeitos na formagdo da molécula
que guarda todas as nossas informacdes genétiddNAo A partir dai, uma vez o
DNA sendo danificado, a trissomia do cromossom®@2XSindrome de Down podera

ocorrer.
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Por que este Estudo esta sendo realizado?
O objetivo deste estudo € detectar as frequén@asad mutacbes que ocorrem nas

enzimas e associa-las com a ocorréncia da Sindterdewn.

Como e onde este estudo sera realizado?

Deverao participar deste estudo pacientes que c@opanhados no ambulatério de
genética médica do Hospital Professor Edgard S4RIOPES), na cidade de Salvador-
Bahia, bem como seus pais. Além das familias (pa& e paciente), serédo selecionadas
maes, com filhos normais e sem histéria na fardédi&indrome de Down provenientes,
de outra coorte (ambulatorio de ginecologia) do mmeshospital. Nos pacientes
convidados a participar deste estudo sera realizagguinte procedimento:

- Coleta de sangue (5 a 10 ml), o que envolve dozw uma agulha no brago. Esse
material coletado sera processado e analisado maratério de Biologia Molecular do
LASP/CPqGM/FIOCRUZ (Laboratorio Avancado de Saudeébliea do Centro de

Pesquisa Goncalo Moniz da Fundacao Oswaldo Cram,g® identificar as mutacoes.

Quais sao os riscos deste estudo?
A coleta de sangue podera causar um desconfortpot@nip por causa da picada da
agulha, hematoma e, raramente, infeccdo. As vezgsessoa pode ficar tonta ou

desmaiar quando o sangue for coletado.

Quais sao os beneficios deste estudo?

Este estudo podera definir a influéncia dessas géiesano risco de ocorréncia da
Sindrome de Down, sendo uma informacao relevarger aplicada nas familias que
possuam individuos portadores desta Sindrome,zaimdbd o aconselhamento genético.
Podera ainda contribuir para identificacdo de feasiém risco aumentado para ter um
filho com Sindrome de Down, reforcando a importdnda suplementacédo peri-
concepcional de acido folico como estratégia degmgdo primaria de ocorréncia da

mesma.
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Posso recusar a participacao?

Seu filho e vocé néo séo obrigados a participaredestudo, sendo, portanto as suas
participacfes voluntérias. A recusa em particig@y ter4 consequéncias para 0s seus
cuidados presentes ou futuros. Vocé e seu filh@e@adse retirar do estudo a qualquer

momento.

Tenho que pagar para participar?
N&o ha nenhum custo para participar dessa pesiylasé.e seu filho ndo pagardo para

participar deste estudo, bem como néo serédo pagagprticiparem do mesmao.

E se eu/meu filho for prejudicado?
A Dra. Angelina Xavier Acosta devera ser notificagavocé suspeitar que vocé ou seu

filho foi prejudicado por estar no estudo.

As informagdes sobre meu filho se tornar&o public&s

A sua identidade, bem como a de seu filho, entteasunformacdes pessoais obtidas
neste estudo, serdo confidenciais. InformacOestiiters e meédicas obtidas neste
estudo deverdo ser apresentadas em encontros ieadabl a fim de torna-las de

beneficio para os outros.

Quem posso contatar para duvidas?

Vocé esta livre para fazer perguntas sobre estele@st qualquer momento. Quando
vocé tiver duvidas, podera contactar a Dra. AngeKavier Acosta e Caroline Urpia,
do Laboratério Avancado de saude Publica (LASP)Céatro de Pesquisa Gongalo
Moniz/FIOCRUZ.

Rua Wlademar Falcdo 121, Candeal, Salvador-Bahia.

Telefone: (71) 3176-2255
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Apoés ler as informacdes referentes a explicacaprdeto de pesquisa contidas neste

documentoEu, )

manifesto 0 meu consentimento com o envolvimenteu(®/ou do meu filho) neste

projeto de pesquisa intitulado:

“Estudo dos polimorfismos C677T e A1298C do gene daetilenotetrahidrofolato
Redutase e A66G do gene da Metionina Sintase Reds#ae a relacdo com a

ocorréncia da Sindrome de Down”

A natureza e objetivo do projeto de pesquisa, descconforme informagdes contidas
neste documento foram explicadas a mim. Eu comgoeertoncordo em participar.

- Eu compreendo que eu /meu filho poderei (emo%) te#i beneficio direto por
participar do estudo;

- Eu entendo que os possiveis riscos e/ou efeigersos, desconfortos e
inconveniéncias, como foi destacado nas informac¢éetdas neste documento, foram
explicados a mim;

- Eu compreendo que, apesar das informacdes obtidagestudo poderem ser
publicadas, elas seréo confidenciais e eu/meu fiftoserei (emos) identificado a partir
delas;

- Eu compreendo que posso retirar-me /retirar riea flo estudo em qualquer etapa e
que isto ndo ira afetar os cuidados médicos ousquear outros aspectos da relacao
recebidos por mim/pelo meu filho;

- Eu compreendo que ndo havera pagamento para reunfiho e nem precisarei
(emos) pagar por participar deste estudo;

- Eu tive a oportunidade de discutir a participagamkba/de meu filho) neste projeto de
pesquisa com um membro da familia ou amigo ou pesdor responsavel pelo projeto;
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- Eu estou ciente de que devo guardar uma copibedno de Consentimento, depois
de assinado, e da folha de informacdes;

- Eu concordo que o material (meu/de meu filhoptamo (sangue) seja utilizado no
projeto acima.

Assinatura do(s) envolvido (s) no estudo:

CASO
Nome da Crianca: Idade da crianca ( )
[dade atual ()
Idade atual ( )
Contato:
CONTROLE

Idade(at )
Idade@dmo filho ( )

Assinatura do controle

Contato:

Caroline de Carvalho Urpia

Assinatura da testemunha
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