|

Lr‘?u"'»
('&;@‘ Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto
..,f 2 Programa de Pos-graduacido em Ciéncias da

Saude

Mariana Fernanda dos Santos

Impacto de polimorfismos de genes do
metabolismo do folato e do microRNA
hsa-mir-149 no risco para cardiopatias

congénitas em individuos com sindrome de Down

Sao José do Rio Preto
2016



Mariana Fernanda dos Santos
Impacto de polimorfismos de genes do
metabolismo do folato e do microRNA
hsa-mir-149 no risco para cardiopatias

congénitas em individuos com sindrome de Down

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Medicina de Sao José do Rio Preto para
obtencdo do Titulo de Mestre no Curso de Pds-
Graduacdo em Ciéncias da Saude. Eixo

Tematico: Medicina e Ciéncias Correlatas.

Orientadora: Prof*. Dr*. Erika Cristina Pavarino

Coorientadora: Prof*. Dr?. Joice Matos Biselli Périco

Sao José do Rio Preto

2016



Santos, Mariana Fernanda

Impacto de polimorfismos de genes do metabolismo do folato e do
microRNA hsa-mir-149 no risco para cardiopatias congénitas em individuos
com sindrome de Down/ Mariana Fernanda dos Santos
Sdo José do Rio Preto, 2016.

80 p.

Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Sao José do Rio
Preto —-FAMERP
Eixo Tematico: Medicina e Ciéncias Correlatas

Orientadora: Prof®. Dr?. Erika Cristina Pavarino
Coorientadora: Prof®. Dr*. Joice Matos Biselli Périco

1. Sindrome de Down; 2. Polimorfismo genético; 3. Acido folico.




Mariana Fernanda dos Santos

Impacto de polimorfismos de genes do
metabolismo do folato e do microRNA
hsa-mir-149 no risco para cardiopatias

congénitas em individuos com sindrome de Down

BANCA EXAMINADORA

DISSERTACAO PARA OBTENCAO DO
TITULO DE MESTRE

Presidente e Orientadora: Erika Cristina Pavarino
1° Examinador: Lilian Castiglioni

2° Examinador: Ana Livia Silva Galbiatti Dias

1° Suplente: Patricia Matos Biselli Chicote

2° Suplente: Anelise Russo

Sao José do Rio Preto, 2016.



SUMARIO

DEAICALOTIA ...ieieeiii ettt ettt et ettt et estaeebeeeaaeens 1
AGIAdECTMEINTOS. .....eeeiiieiieeiie ettt ettt ettt et et e et e st e e abeesseeenbeenbeesnseenseesnseenne il
EPIGLatle....oo ittt v
Lista de FIUIAS.......coouiiiiiiiiiie e vi
Lista de Tabelas € QUAadroS........cc.ueeiiiiiiiieieiiiee e e viii
Lista de Abreviaturas € STMDOIOS.........c..oiveviiiiiiiiiiiieeiee e xii
RESUIMO. ...ttt e e e e e ettt e e e e e s e nseaaeeeeeeeens X1V
F N 0] 1 ¢ To] APPSR XVi
L 315 0T L 1o 1o T USSR 01

1.1 Defeitos cardiacos congénitos na sindrome de Down e o
metabolismo do folato.........oocuiiiiiii e 02

1.1.2 Controle da expressdo do gene MTHFR por microRNA (miRNA)... 08

1.2 OBJOLIVOS . ..eeeieieeiiieeiiee ettt eite st e et e e tte e et e e et e e ssaeesnseeessseesnnseesnnneenns 12

2. Casuistica € MEOAOS. ........ooiuiiriiiiiieiiceieeee e 13
2.1 CaSUISTICA. ¢ttt 14

2.2 MELOAOS. ...ttt et et 14

2.2.1 Coleta e extracdo de DNA das amostras de sangue periférico........ 14

2.2.2. Quantificagdo do DNA gendmicCo...........ccvrevvieriieeiieniieeieenieeeenenn 16

2.2.3. Analise MOIECUIAT.........c.coiiiiiiiiiiiiiciiecee e 16

2.2.4. Andlise EStatiStiCa.......cceouieiieiiieiieiieeieeie e 22

3. RESUIAAOS. ... 23

3. 1 ReSUItAdOS CINICOS. . uuueeeeeee e 24



3. 2 Resultados dos polimorfismos hsa-mir-149 rs2292832, MTHFR
154846048 € MTHFR 1S4840049......c..ooiiiiiieiieeeeeese et 26

3. 3 Resultados dos 17 polimorfismos como fatores de risco para

Cardiopatias CONZENMITAS. ...c.ueerueeetieriieeiieeite et eetteeeteeteesteeteesateebeessaeenbeesseeenseenseans 36
4. DISCUSSAO. ..ttt ettt ettt ettt ettt bt ettt st e bt et e s bt et it e sae et eateebeenees 42
5. CONCIUSDCS. ...ttt ettt et et ettt e st e et e e eateesneeens 52
6. Referéncias Bibliograficas.........ccooccioiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 54
T APCIAICES. ...ttt 73



Dedicatoria i

Dedicatoria

Deus e a Virgem Maria: pelo constante cuidado, amor e prote¢do em todos os
momentos. Por iluminarem e abengoarem meu caminho, permitindo-me discernimento

para enfrentar as dificuldades.

Aos meus pais Marcia e Nivaldo: por nunca medirem esforcos e amor dedicados a
minha vida, para alcangar meus objetivos e realizar os meus sonhos. Por me ensinar
que o amor e a familia sdo os bens mais necessarios e preciosos. Vocés sdo meus
grandes exemplos e os maiores participantes dessa conquista. Minha imensa gratidao
vai além do sentimento, pois vos cumpristes o dom divino e emprestaram-me seu amor

para que pudesse existir. Amo vocés!

A minha irmd Isabella: por fazer parte da minha vida, pela admiragdo, incentivo e
amizade em todos os momentos. Por vocé procuro ser melhor a cada dia e continuar a

ser o exemplo de dedicacdo e esforco por ti admirado. Amo vocé!

Ao meu namorado Fernando: que com amor torna os meus dias mais alegres. Que
sempre me incentiva a continuar na realiza¢do dos meus sonhos. Obrigada, pelo seu

apoio, paciéncia e companheirismo.

Aos meus avos Maria Aparecida, Antonio e Maria Nadir: por cuidarem de mim com

muito amor e vibrarem a cada conquista. Amo vocés!

Aos meus tios, tias e primos: pelo incentivo, apoio e companhia diaria. Vocés sdo

muito especiais na minha vida!



Agradecimentos ii

Agradecimentos

Deus e a Virgem Maria
Pelo dom da vida, por guiar e aben¢oar cada passo desse desafio. Por me amparar e

interceder em todos os momentos da minha vida.

Prof". Dr* Erika Cristina Pavarino
Pela oportunidade a mim concedida, apoio, conhecimento compartilhado no

desenvolvimento deste trabalho e exemplo profissional.

Prof*. Dr“ Joice Matos Biselli Périco
Todo o meu agradecimento pela ajuda, apoio, paciéncia e disponibilidade no decorrer

deste trabalho.

Prof". Dr* Eny Maria Goloni Bertollo

Pela oportunidade concedida no laboratorio e convivio diario.

Prof'. Dr” Lilian Castiglioni e Prof'. Dr“ Ana Livia Silva Galbiatti Dias

Pela disponibilidade e colaboragao.

Meus pais, Marcia e Nivaldo e minha irma Isabella

Pelo amor, cuidado, carinho e oragoes dedicadas a mim. Minha eterna gratiddo por
renunciarem aos seus sonhos para que realizasse os meus. Por me incentivar a
prosseguir na jornada, mostrando que esse caminho deve ser seguido sem medo,
independente dos obstaculos. Obrigada por simplesmente existirem, sem vocés nada

tem sentido!

Meu namorado Fernando
Pelo companheirismo ao longo dos meus dias. Obrigada por sua compreensdo e

respeito ao meu trabalho, incentivando-me sempre a realizar minhas conquistas.



Agradecimentos iii

Minha familia

Pelo importante carinho, cuidado, afeto e essencial incentivo.

Prof'. Dr* Marcia Maria Urbanin Castanhole Nunes e Prof'. Dr“ Patricia Matos
Biselli Chicote
Pelo apoio, por partilharem suas experiéncias, conhecimentos e preciosas sugestoes

durante a realizagdo deste trabalho.

Prof’. Dr° Moacir Fernandes Godoy

Pela disponibilidade, auxilio e colaboragdo durante o decorrer do trabalho.

Analice Andreoli
Pela amizade e companheirismo desde o inicio. Vocé foi fundamental no decorrer desse
trabalho, permitiu que os dias e as dificuldades tivessem o fardo mais leve. Obrigada

por ser minha dupla, por toda parceria, paciéncia e auxilio.

Marlon Fraga Mattos
Pela amizade, companhia e auxilio constante. Obrigada por tornar os dias mais

tranquilos e alegres.

As minhas amigas Leticia, Mariana e Millena

Que sempre me incentivaram e apoiaram a encarar este desafio.

Enfermeiras, Mariana, Miriam e Liliam
Pela disponibilidade, auxilio e paciéncia para as constantes coletas de amostras de

pacientes.

Funcionadrios e pos-graduandos da UPGEM
Pela amizade, companheirismo e pelos momentos agradaveis, deixando os dias mais

leves.



Agradecimentos iv

Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto (FAMERP) e a Fundacdo
Faculdade Regional de Medicina (FUNFARME) / Hospital de Base

Pelo suporte durante todo o desenvolvimento do trabalho

Aos individuos com sindrome de Down e suas mdes

Pela grande colaboragdo e contribuigdo.

Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias da Saude da FAMERP

Pela oportunidade concedida e suporte necessario.

CAPES (Coordenacgdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior)

Pela concessdo da bolsa de mestrado.

FAPESP (Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo)
Pelo apoio financeiro concedido & UPGEM em nome da Prof® Dra. Erika Cristina

Pavarino.

CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico)

Pelo apoio financeiro concedido.

A todos aqueles que de alguma maneira contribuiram para o meu aprendizado,
crescimento profissional, pessoal e na realizag¢do deste trabalho, meus sinceros

agradecimentos e gratiddo.



Epigrafe v

«

do sou nada, sou apenas um instrumento,
um pequeno ldpis nas mdos do Senhot, com o
qual ele escreve aquilo que deseja. Por mais
imperfeitos que  sejamos, Ele escreve

magnificamente.”

Santa Madre Teresa de Calcultd



Lista de Figuras vi

Lista de Figuras

Figura 1. Metabolismo do folato e suas principais enzimas (Figura modificada
segundo Coppede, 2015). TC2 = Transcobalamina 2, DHFR = Dihidrofolato
redutase, DHF = Dihidrofolato, THF = Tetrahidrofolato, SHMT = Serina
hidoximetiltransferase, 5,10 MTHF = 5,10 Metilenotetrahidrofolato, MTHFR =
Metilenotetrahidrofolato redutase, 5S-MTHF = 5-Metiltetrahidrofolato, MTR =
Metionina sintase, MTRR = Metionina sintase redutase, BHMT = Betaina-
homocisteina metiltransferase, SAM = S-adenosilmetionina, SAH = S-
adenosilhomocisteina, Hcy = Homocisteina, CBS = Cistationina [-sintase,
MTHFDI1 = Metilenotetrahidrofolato desidrogenesase 1, 5,10-MetinilTHF =
5,10-Metiniltetrahidrofolato, 10-formilTHF = 10-Formiltetrahidrofolato, RFC1 =
Carregador de folato reduzido 1, Bj; = Vitamina Bj,, B¢ = Vitamina Bs CH; =
Grupo metil, dUMP = Deoxiuridina monofosfato, dTMP = Deoxitimidina
MONOTOSTALO. ...ttt 11
Figura 2. Discriminagdo alélica por PCR em tempo real do polimorfismo hsa-
mir-149 (rs2292832). O fluoréforo VIC (verde) foi utilizado para marcar as
sondas que reconhecem os alelos selvagens e o fluor6foro FAM (azul) as sondas
que reconhecem os alelos polimdrficos. Desse modo (A) representa o gendtipo
homozigoto selvagem CC, (B) genodtipo heterozigoto CT e (C) genodtipo
homozigoto polimArfico TT........ccveviiieiiieeiieceeee e 19
Figura 3. Discriminagdo alélica por PCR em tempo real do polimorfismo
MTHFR (rs4846048). O fluoréforo VIC (verde) foi utilizado para marcar as
sondas que reconhecem os alelos selvagens e o fluor6foro FAM (azul) as sondas
que reconhecem os alelos polimdrficos. Desse modo (A) representa o genotipo
homozigoto selvagem AA, (B) gendtipo heterozigoto AG e (C) gendtipo
homozigoto polimOrfico GGu.........oeeviiieiiieiieeieeeeee e 20
Figura 4. Discriminagdo alélica por PCR em tempo real do polimorfismo
MTHFR (rs4846049). O fluoréforo VIC (verde) foi utilizado para marcar as
sondas que reconhecem os alelos selvagens e o fluoréforo FAM (azul) as sondas
que reconhecem os alelos polimorficos. Desse modo (A) representa o genotipo

homozigoto selvagem GG, (B) genétipo heterozigoto GT e (C) gendtipo



Lista de Figuras vii

homozigoto poliMOTTICO TT.......cccuiiiiiieeieece e e 21



Lista de Tabelas e Quadros viii

Lista de Tabelas e Quadros
Tabela 1. Varidveis clinico-epidemiologicas dos individuos com sindrome de
DIOWILe ettt 25
Tabela 2. Equilibrio de Hardy-Weinberg dos polimorfismos hsa-mir-149
1s2292832, MTHFR 154846048 ¢ MTHFR rs4846049, nos individuos com SD
com cardiopatia congénita, independente do tipo de cardiopatia (caso), € com SD
sem cardiopatia congénita (controle) € nas SUAS MAES.........coeerververreerierrereeneennens 26
Tabela 3. Equilibrio de Hardy-Weinberg dos polimorfismos hsa-mir-149
1s2292832, MTHFR 154846048 ¢ MTHFR rs4846049, nos individuos com SD
com cardiopatia congénita associada (caso), e com SD sem cardiopatia congénita
(CONLIOle) € NAS SUAS MACS. ....eeeueieiieeniieeiieeieeeiee et et e et e sieeebeesieeebeeseeesabeesseeenneennes 27
Tabela 4. Equilibrio de Hardy-Weinberg dos polimorfismos hsa-mir-149
rs2292832, MTHFR rs4846048 ¢ MTHFR rs4846049, nos individuos com SD
com cardiopatia congénita isolada (caso), e com SD sem cardiopatia congénita
(CONLIOlE) € NAS SUAS NACS. ...cuvveeeerieeerreeerieesreeesreeestreeesteeesteeesseeessseeessseesssseesseens 27
Tabela 5. Analises de regressdo logistica multipla envolvendo individuos com
SD com cardiopatia congénita, independente do tipo de cardiopatia (caso) e com
SD sem cardiopatia congénita (CONtrole)..........cceevuienieniiiiieniieierie e 28
Tabela 6. Analises de regressdo logistica multipla envolvendo individuos com
SD com cardiopatia congénita associada (caso), ¢ com SD sem cardiopatia
CONZENILA (CONTIOLE)....uiiiieiiiieiiii ettt et esaee e eeaee s 29
Tabela 7. Andlises de regressdo logistica multipla envolvendo individuos com
SD com cardiopatia congénita isolada (caso), e com SD sem cardiopatia
CONGENILA (CONLTOLR). .. uvieiiieiiieiieeii ettt ettt ettt ebe et eesbeeteeseaeenseessaeenseas 29
Tabela 8. Hapldtipos para os polimorfismos MTHFR rs4846048 ¢ MTHFR
154846049 nos individuos com SD com cardiopatia congénita, independente da
cardiopatia (caso), e individuos com SD sem cardiopatia congénita (controle)...... 30
Tabela 9. Hapldtipos para os polimorfismos MTHFR 1s4846048 ¢ MTHFR
r$4846049 nos individuos com SD com cardiopatia congénita associada (caso), e

individuos com SD sem cardiopatia congénita (Controle)............ccceeeevveereuveernnneennne. 30



Lista de Tabelas e Quadros ix

Tabela 10. Haplotipos para os polimorfismos MTHFR rs4846048 ¢ MTHFR
rs4846049 nos individuos com SD com cardiopatia congénita isolada (caso), e
individuos com SD sem cardiopatia congénita (controle)..........cccceceeevvierierirennnnnne. 30
Tabela 11. Anadlises de regressdo logistica multipla envolvendo maes de
individuos com SD com cardiopatia congénita, independente do tipo de
cardiopatia (caso), e mdes de individuos com SD sem cardiopatia congénita
(COMITOLR). ..ottt ettt ettt e et et e et eeaee et e e sneeenbeesneeenne 31
Tabela 12. Andlises de regressdo logistica multipla envolvendo maes de
individuos com SD com cardiopatia congénita associada (caso), € maes de
individuos com SD sem cardiopatia congénita (controle)............ccceeeevveereuveernneeennne. 32
Tabela 13. Andlises de regressdo logistica multipla envolvendo maies de
individuos com SD com cardiopatia congénita isolada (caso), e maes de
individuos com SD sem cardiopatia congénita (controle)..........c.cecceeevvierverirennnnnne. 32
Tabela 14. Haplotipos para os polimorfismos MTHFR 1s4846048 ¢ MTHFR
rs4846049 nas maes de individuos com SD com cardiopatia congénita,
independente do tipo de cardiopatia (caso), € maes de individuos com SD sem
cardiopatia congeénita (CONIOLE)........ccuieriiiriiiiiieiie ettt 33
Tabela 15. Haplotipos para os polimorfismos MTHFR 1s4846048 ¢ MTHFR
rs4846049 nas maes de individuos com SD com cardiopatia congénita associada
(caso), e maes de individuos com SD sem cardiopatia congénita (controle)........... 33
Tabela 16. Haplotipos para os polimorfismos MTHFR rs4846048 ¢ MTHFR
rs4846049 nas maes de individuos com SD com cardiopatia congénita isolada
(caso), e maes de individuos com SD sem cardiopatia congénita (controle)........... 33
Tabela 17. Andlises de combinagdo genotipica em individuos com SD com
cardiopatia congénita, independente do tipo de cardiopatia (caso), € em
individuos com SD e sem cardiopatia congénita (cOntrole)...........ccceeevueervernieennnnne 34
Tabela 18. Analises de combinagdo genotipica em individuos com SD com
cardiopatia congénita associada (caso), e em individuos com SD e sem
cardiopatia congeénita (CONIOLE).......ccuieriieriiiiieiie ettt 34
Tabela 19. Analises de combinagdo genotipica em individuos com SD com
cardiopatia congénita isolada (caso), e em individuos com SD e sem cardiopatia

CONEENTLA (CONTTOLE).....eieiiieiiieiie ittt ettt ettt eseeeeaneas 34



Lista de Tabelas e Quadros x

Tabela 20. Analises de combinacdo genotipica em maes de individuos com SD

com cardiopatia congénita, independente do tipo de cardiopatia (caso), e de
individuos com SD e sem cardiopatia congénita (controle)............ccceevueerreeninennnen. 35
Tabela 21. Analises de combinagdo genotipica em maes de individuos com SD

com cardiopatia congénita associada (caso), e de individuos com SD e sem
cardiopatia congénita (CONLIOIE)........eevuiieiiieeiiieeiiie et 35
Tabela 22. Andlises de combinagdo genotipica em maes de individuos com SD

com cardiopatia congénita isolada (caso), e de individuos com SD e sem
cardiopatia congénita (CONLIOIE)........eerviieriiieiiieeiiie ettt e 35
Tabela 23. Equilibrio de Hardy-Weinberg dos 17 polimorfismos nos individuos

COML SD ittt ettt e et et e et e e bt e st e et e e sabeeeeabee s 36
Tabela 24. Distribuicdo dos 17 alelos polimdrficos no grupo de individuos com

SD com cardiopatia congénita, independente da cardiopatia (caso) € no grupo

com individuos com SD sem cardiopatia congénita (controle)..............ceeeveeeevennne. 38
Tabela 25. Analises de regressdo logistica multipla envolvendo individuos com

SD com cardiopatia congénita, independente do tipo de cardiopatia (caso), e de
individuos com SD sem cardiopatia congénita (controle)..........ccceeceeevvierierirennnene. 39
Tabela 26. Haplotipos para os polimorfismos MTHFR C677T, MTHFR A1298C,
MTHFR T1317C, MTHFR rs4846048 ¢ MTHFR rs4846049 nos individuos com

SD com cardiopatia congénita, independente da cardiopatia (caso), e de
individuos com SD sem cardiopatia congénita (Controle)...........cccceeeeveeriveernnennne. 41
Tabela 27. Haplotipos para os polimorfismos 7C2 A67G e TC2 C776G nos
individuos com SD com cardiopatia congénita, independente da cardiopatia
(caso), e de individuos com SD sem cardiopatia congénita

(20 01300 (<) TSRS 41
Tabela 28. Estudos sobre associacdo entre polimorfismos maternos em genes do
metabolismo do folato e risco para DCC na prole sem sindrome genética............... 45
Tabela 29. Estudos sobre associacio entre polimorfismos em genes do

metabolismo do folato e risco para DCC em individuos sem sindrome genética.. 46
Quadro 1. Ensaios Tagman (Applied Biosystems®) para genotipagem dos
polimorfismos por discriminacdo alélica por PCR em tempo real........................... 17

Quadro 2. Reagdo e ciclagem do polimorfismo hsa-mir-149 (rs2292832)............. 18



Lista de Tabelas e Quadros xi

Quadro 3. Reagdo e ciclagem do polimorfismo MTHFR (rs4846048)................... 18
Quadro 4. Reagdo e ciclagem do polimorfismo MTHFR (rs4846049)................... 18



Lista de Abreviaturas e Simbolos xii

BHMT
CAPES
CEP
CI195%
CIA

Clv

CNPq
CONEP
C3S

DCC

DHF

DHFR
DNA
DSAV
dTMP
dUMP
EDTA
FAMERP
FAPESP
10-formil-THF
HB

Hcy

mL
5,10-MTHF
5,10-MTHFR
5-MTHF
5,10-metinil-THF
miRNA
MTHEFDI1
MTHFR
MTR

Lista de Abreviaturas e Simbolos
Betaina-homocisteina metiltransferase
Coordenacdo de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior
Comité de Etica em Pesquisa
Intervalo de confianga 95%

Comunicagao interatrial

Comunicagao interventricular

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
Cistationina B-sintase

Defeitos cardiacos congénitos

Dihidrofolato

Dihidrofolato redutase

Acido desoxirribonucleico

Defeito do septo atrioventricular

Deoxitimidina monofosfato

Deoxiuridina monofosfato

Acido etilenodiamino tetra-acético

Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto
Fundag¢ao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
10-Formiltetrahidrofolato

Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto
Homocisteina

Mililitro

5,10-Metilenotetrahidrofolato
5,10-Metilenotetrahidrofolato redutase
5-Metiltetrahidrofolato
5,10-Metiniltetrahidrofolato

microRNA

Metilenotetrahidrofolato desidrogenesase 1
Metilenotetrahidrofolato redutase

Metionina sintase



Lista de Abreviaturas e Simbolos xiii

MTRR
OD

OR
PDA
pri-miRNA
RNA
RNAmM
RFCI
SAH
SAM
SD
SHMT
SLCI9A1
SNP
TC2
TCLE
THF
TYMS
UPGEM
UTR 3’
X2

Metionina sintase redutase

Densidade 6ptica

Odds ratio

Persisténcia do ducto arterial

Transcrito primario

Acido ribonucléico

RNA mensageiro

Carregador de folato reduzido 1
S-adenosil-homocisteina
S-adenosilmetionina

Sindrome de Down

Serina hidroximetiltransferase

Carregador de folato reduzido 1
Polimorfismo de nucleotideo tinico
Transcobalamina I1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Tetrahidrofolato

Timidilato sintase

Unidade de Pesquisa em Genética e Biologia Molecular
Regido 3’ ndo traduzida

Qui-quadrado



Resumo xiv

Resumo

Introducgdo: Defeitos cardiacos congénitos (DCC) estdo presentes em
aproximadamente 40 a 60% dos individuos com a sindrome de Down (SD) e
representam a principal causa de morte nos primeiros anos de vida em individuos com a
sindrome. Polimorfismos em genes maternos e fetais, que codificam enzimas
envolvidas no metabolismo do folato, tém sido associados com o desenvolvimento de
cardiopatias congénitas. Objetivos: Avaliar se a presenca dos polimorfismos MTHFR
rs4846048, MTHFR 1s4846049, hsa-mir-149 rs2292832, MTHFR C677T, MTHFR
A1298C, MTHFR T1317C, MTR A2756G, MTRR A66G, SLC19A41 A80G, TC2 A67G,
TC2 C776G, CBS 844ins68, CAS T833C, MTHFDI1 G1958A, BHMT G742A, DHFR del
19 pb, SHMT C1420T em individuos com SD est4 associada com a ocorréncia de DCC
nesses individuos. Também foi avaliada a associag¢do entre os polimorfismos genéticos
maternos MTHFR 154846048, MTHFR 1s4846049 e hsa-mir-149 rs2292832 e a
presenca de DCC na prole com SD. Casuistica e Método: Este estudo incluiu 139
individuos (80 individuos com SD e DCC e 59 individuos controles com SD, sem
cardiopatia congénita). A andlise molecular dos polimorfismos MTHFR rs4846048,
MTHFR 134846049 e hsa-mir-149 1s2292832 foi realizada pelo método discriminagéo
alélica por meio de reagdo em cadeia da polimerase em tempo real. Os dados da
genotipagem dos polimorfismos MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTHFR T1317C,
MTR A2756G, MTRR A66G, SLC1941 A80G, TC2 A67G, TC2 C776G, C/3S 844ins68,
CBS T833C, MTHFDI G1958A, BHMT G742A, DHFR del 19 pb, SHMT C1420T
foram obtidos de banco de dados de trabalhos previamente publicados pelo grupo de
pesquisa e utilizados para avaliar o risco para a ocorréncia de DCC no presente estudo.

Analises de regressao logistica multipla foram realizadas para avaliar o risco de DCC na
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presenga dos 17 polimorfismos nos modelos genéticos dominante e recessivo. A
mediana do nimero de alelos mutantes entre os grupos foi avaliada pelo teste de Mann-
Whitney. Anélise de combinacdo genotipica foi realizada para os polimorfismos
MTHFR 1rs4846048, MTHFR rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832, utilizando o teste
exato de Fisher, no modelo dominante. Resultados: As andlises de regressdo logistica
multipla, envolvendo os individuos com SD, ndo evidenciaram associagdo entre os 17
polimorfismos e o risco para DCC. A mediana do numero de alelos polimorficos
também nao diferiu entre os individuos com SD com e sem DCC. Por outro lado, os
gendtipos maternos hsa-mir-149 1s2292832 CT ou TT foram associados ao risco
reduzido para cardiopatia isolada na prole com SD (OR = 0,31; IC 95% = 0,13-0,72; P
= 0,0063). A andlise das combinacdes genotipicas dos polimorfismos MTHFR
rs4846048, MTHFR 154846049 e hsa-mir-149 rs2292832, nos individuos com SD e nas
suas maes, ndo mostrou associagdo entre as diferentes combinagdes € o risco para
cardiopatia congénita. Conclusdes: Na casuistica avaliada ndo ha evidéncias de
associagdo entre os polimorfismos analisados em individuos com SD e a ocorréncia de
DCC; entretanto um menor risco de cardiopatia congénita isolada para os individuos
com SD ¢ observado na presenca dos genotipos maternos hsa-mir-149 rs2292832 CT ou

TT.

Palavras-chave: 1. Sindrome de Down 2. Polimorfismo genético 3. Acido félico.
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Abstract

Introduction: Congenital heart defects (CHD) are present in approximately 40 to 60%
of individuals with Down syndrome (DS). It is the leading cause of death in the first
years of life in individuals with the syndrome. Polymorphisms in maternal and fetal
genes encoding enzymes involved in folate metabolism have been associated with the
development of congenital heart defects. Objectives: To assess if the presence of
polymorphism (MTHFR 1s4846048, MTHFR 154846049, hsa-mir-149 1s2292832,
MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTHFR TI1317C, MTR A2756G, MTRR A66G,
SLC1941 A80G, TC2 A67G, TC2 C776G, Cf3S 844ins68, CBS T833C, MTHFDI
G1958A, BHMT G742A, DHFR del 19 pb, and SHMT C1420T) in individuals with DS
is associated with the occurrence of CHD in these individuals. We also evaluated the
association between maternal genetic polymorphisms MTHFR rs4846048, MTHFR
rs4846049 and hsa-mir-149 rs2292832, and the presence of CHD in offspring with DS.
Methods: This study included 139 individuals (80 individuals with DS and CHD, and
59 control subjects with DS without congenital heart disease). Molecular analysis of
MTHFR 154846048, MTHFR rs4846049 and hsa-mir-149 rs2292832 was carried out by
real time polymerase chain reaction allelic discrimination. Genotyping data of MTHFR
C677T, MTHFR A1298C, MTHFR T1317C, MTR A2756G, MTRR A66G, SLC1941
A80G, TC2 A67G, TC2 C776G, Cf3S 844ins68, CBS T833C, MTHFDI G1958A, BHMT
G742A, DHFR del 19 pb, and SHMT C1420T were obtained from database of previous
studies of the research group and also used to assess the risk for the occurrence of CHD
in this study. Multiple logistic regression analyzes were performed to assess the risk of
CHD in the presence of 17 polymorphisms in dominant and recessive genetic models.

The median number of mutant alleles between groups was assessed by the Mann-
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Whitney test. Genotypic combination analysis was performed for the polymorphisms
MTHFR 154846048, MTHFR 154846049, and hsa-mir-149 rs2292832, using Fisher's
exact test, dominant model. Results: Multiple logistic regression analysis involving
individuals with DS showed no association between 17 polymorphisms and the risk for
CHD. The median number of polymorphic alleles did not differ among individuals with
DS with and without CHD. On the other hand, the maternal genotypes hsa-mir-149
r$2292832 CT or TT were associated with reduced risk for isolated heart disease in the
offspring (OR = 0,31; 95% CI = 0,13 to 0,72; P = 0,0063). The analysis of genotypic
combinations of MTHFR rs4846048, MTHFR rs4846049, and hsa-mir-149 rs2292832 in
individuals with DS, and their mothers showed no association between the different
combinations and the risk for congenital heart disease. Conclusions: There is no
evidence of association between the polymorphisms analyzed in individuals with DS
and the occurrence of CHD. However, a lower risk of isolated congenital heart disease
for individuals with DS is observed in the presence of maternal genotypes hsa-mir-149

rs2292832 CT or TT.

Key words: 1. Down syndrome 2. Genetic Polymorphism 3. Folic acid.
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1. INTRODUCAO

A sindrome de Down (SD), com incidéncia aproximada de um em 660

(€))

nativivos'’ ¢ a alteragdo cromossdmica humana mais frequente. Em 95% dos casos, os

individuos acometidos apresentam trissomia livre ou simples, decorrente de ndo

@

disjuncdo cromossOmica durante a meiose materna”’. Em menor frequéncia sdo

observadas as transloca¢des cromossdmicas (4%), geralmente entre os cromossomos 14

e 21 e o mosaicismo (1%), representado por populagdes de células com 46 e 47

. . 1,34
cromossomos no mesmo individuo">*.

Os individuos apresentam comprometimento intelectual e, frequentemente, perfil
facial achatado, braquicefalia, fissura palpebral obliqua, ponte nasal achatada,
comissuras bucais voltadas para baixo, occipital achatado, pescogo curto, micrognatia,

prega palmar tnica, braquidactilia e prega epicantica®. Dentre as carateristicas clinicas

)(7)

observam-se defeitos cardiacos congénitos (DCC)""”, problemas oftalmoldgicos, perda

(8,9,10) (11,12)
2 2

auditiva, obstru¢do das vias aéreas superiores disfuncdo da tiredide

(13) (14,15)

malformagdes gastrointestinais € geniturinarias e anomalias periodontais

Outros aspectos clinicos relevantes da SD sd3o manifestacdo precoce da doenga de

)

. 1 C A . . , . 1 . . ’
Alzheimer"'®, deficiéncia imunolégica!” e risco aumentado para acidente cérebro

1 : ’ 19,2
vascular"® e para leucemias especificas" 2.

1.1 Defeitos cardiacos congénitos na sindrome de Down e o metabolismo do
folato

Os DCC s3o malformag¢des causadas por um desenvolvimento cardiovascular
anormal durante o periodo fetal e estdo presentes em 40-60% dos individuos com SD,

que exibem principalmente comunicag¢ao interatrial (CIA), persisténcia do ducto arterial
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(PDA), comunicagio interventricular (CIV), defeito do septo atrioventricular (DSAV),
insuficiéncia valvar e Tetralogia de Fallot7'**%),

A etiologia dos DCC ¢ multifatorial e estudos t€ém mostrado um efeito benéfico
da suplementa¢do materna de 4cido foélico na redugdo de cardiopatias na prole(24).
Embora n3o se conheca o mecanismo bioldgico especifico da associagdo entre a
deficiéncia de 4cido foélico e risco de cardiopatia congénita, estudos in vitro
demonstraram que o metabolismo anormal do folato/homocisteina (Hcy) afeta a
formacdo e migra¢do de células da crista neural®>® que participam da septagio do

27)

- C e [ . . . (28 .
coragdo primitivo®”, contribuindo assim para os defeitos conotruncais®® e defeitos de

septacdo conoventricular'*’>?.

O efeito benéfico da suplementacdo de acido félico durante a gestagdo para a
prevencdo de DCC pode ser explicado pelo efeito desta vitamina no crescimento das
células neuroectodérmicas, as quais sdo precursoras das células da crista neural
cardiaca, durante o desenvolvimento embrionario. Experimento in vitro mostrou que a
adi¢do de 4cido fblico, em cultura proveniente da regido do tubo neural cardiaco de
embrides de galinha, estimula a proliferacdo das células neuroepiteliais no periodo
embrionario do fechamento desta estrutura®.

Outro estudo in vitro demonstrou que a deficiéncia de acido folico pode resultar
no aumento da apoptose celular durante o desenvolvimento cardiaco. Neste estudo
Tang et al. (2004)“” observaram maior concentracdo de células apoptdticas no tronco
arterioso e septo interventricular da regido conotruncal em cardiomiocitos de embrides
de camundongo knockout para o gene Folbpl, cuja proteina ¢ mediadora de transporte

de acido folico, e sugeriram que a inativagdo desse gene pode resultar em deficiéncia

geral de acido folico e susceptibilidade para defeitos cardiacos.
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O 4cido fdlico também conhecido como acido pteroilglutamico, ¢ uma vitamina
do complexo B, de fonte exdgena e hidrossoluvel. E responsavel por uma série de
atividades: sintese de purinas e pirimidinas, metabolismo de aminoacidos e metilacdo
do 4cido desoxirribonucleico (DNA). Esta ultima ¢ essencial nos processos de
desenvolvimento celular e expressio génica®" Assim, ¢ possivel que o folato possa
exercer um efeito de prote¢do para DCC por fornecer um balango entre metilacio e
sintese de DNA, pois a cardiogénese ¢ uma fase embriondria na qual a rédpida
proliferagdo celular e a sintese DNA livre de erros sdo criticas®® A agdo da enzima
metilenotetrahidrofolato desidrogenesase 1 (MTHFDI), envolvida no metabolismo do
folato, fornece substrato a biossintese de purinas e embrides de camundongos com
deficiéncia da atividade dessa enzima apresentam risco aumentado de DCC,
principalmente defeitos de septo ventricular™.

O metabolismo do acido félico envolve varias reagdes enzimaticas (Figura 1).
Apds ingestdo, esta vitamina ¢ transportada pela enzima carreadora de folato reduzido 1
(SLC19A1, RFCI1) presente nas membranas celulares intestinais para o interior da
célula. A proteina SLCI9A1 ¢ responsavel pelo transporte de folato reduzido 5-
metiltetrahidrofolato (5-MTHF) para o interior das células, enquanto a enzima
transcobalamina II (TC2) transporta a vitamina Bj,. Estas enzimas merecem destaque
no metabolismo do folato/Hcy, pois sdo importantes para a manutencdo da
disponibilidade de folato e vitamina B, no interior das células®H333637)

O substrato 5-MTHF fornece grupos metil para remetilagdo da Hcy em
metionina®®*®. Esse processo de remetilacdo ¢ catalisado pela enzima metionina sintase

(MTR) que necessita de vitamina Bl2 como cofator, para originar o S-

adenosilmetionina (SAM). A enzima MTR se mantém ativa pela agdo de outra enzima,
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a metionina sintase redutase (MTRR). Seguindo o metabolismo, uma reagdo de
desmetilagdo originard a S-adenosil-homocisteina (SAH) com posterior liberagdo de
Hey®?.

Em uma via alternativa de remetilacdo da Hcy, a enzima Betaina-homocisteina
metiltransferase (BHMT) catalisa a transformacdo da Hcy em metionina usando o

aminoacido betaina como doador de grupo metil®"*”

. A Hcy pode também ser
catalisada em cistationina e, posteriormente, em cisteina em uma via denominada de
transulfuragdo, pela acdo da enzima Cistationina B-sintase (CPBS), dependente de
vitamina B6, codificada por um gene presente no cromossomo 216142,

A via do folato também ¢ essencial para a sintese purinas e pirimidinas. O
tetrahidrofolato (THF) proveniente do processo de remetilagcdo catalisado pela enzima
MTR, sob a agdo da enzima Serina hidroximetiltransferase (SHMT) transforma-se em
5,10 metilenotetrahidrofolato (5,10-MTHF)*****) O THF pode também sofrer acdo
sequencial pela enzima trifuncional MTHFDI, que o converte em 10-
formiltetrahidrofolato (10-formil-THF), substrato essencial para a sintese de novo de

. C e g 46.47
purinas € pll‘ll’nldll’las( A7)

e, em seguida, em 5,10-metiniltetrahidrofolato (5,10-metinil-
THF) e em 5,10-MTHF“®.

O substrato 5,10-MTHF pela acio da enzima timidilato sintase (TYMS)®*~? &
convertido em dihidrofolato (DHF) e, posteriormente, em THF pela acdo da enzima
Dihidrofolato redutase (DHFR). A enzima TYMS também converte a deoxiuridina
monofosfato (dUMP) em deoxitimidina monofosfato (dTMP) para sintese de
pirimidina(5 D Além disso, o 5,10-MTHF, pela agdo da enzima 5,10
metilenotetrahidrofolato redutase (5,10-MTHFR) ¢ convertido em 5-MTHEF, a principal

forma circulante de folato®?,
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Polimorfismos em genes que codificam as enzimas da via do folato podem
reduzir a atividade dessas enzimas e resultar em alteracdes neste metabolismo®”.
Assim, embora estudos epidemiologicos mostrem que a suplementacdo materna com

acido folico pode reduzir o risco de cardiopatia congénita®**>>%

, 0 impacto da
ingestao de acido folico durante a gesta¢do pode ser modificado por polimorfismos, em
genes maternos e fetais, que codificam enzimas envolvidas no metabolismo do
folato®”.

Estudos caso-controle tém investigado o efeito destes polimorfismos como
possiveis fatores de risco para DCC e mostram uma associacdo entre gendtipos
polimoérficos maternos e aumento do risco para cardiopatia na prole ndo

28,58,59,60,61,62 - 63,64
(28.38,59.60.61.62) " embora existam resultados controversos'®Y. Outros achados

sindromica
significantes de associa¢do entre defeitos conotruncais e genotipos polimorficos
materno MTHFR C677T, CBS 844ins68 e TYMS 1494del6, observados nos estudos de
Lupo et al. (2010)®” ¢ (2011)®, perderam a significancia estatistica apds corre¢io para
multiplo testes.

Além disso, polimorfismos funcionais da via do folato aumentam o risco
materno para prole com DCC em associa¢do ao estilo de vida. No estudo de Hobbs et
al. (2010)®”, por exemplo, o0 aumento de risco para DCC na prole ndo sindromica foi
observado na presenca da combinag¢do do polimorfismo 7C2 C776G aos habitos
tabagista e etilista materno. Além disso, estes autores mostraram que gestantes obesas
com uma ou duas copias do alelo A do polimorfismo BHMT G742A apresentam um

risco aumentado de 1,8 vezes para prole com DCC comparado a mulheres com peso

normal e portadoras do genotipo BHMT 742GG.
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A andlise em criancas ndo sindromicas também mostra gendtipos suscetiveis
para cardiopatias congénitas®”®"*“*? Wang et al. (2013)®® analisaram 160 criancas
com DCC e 188 criancas sem cardiopatias e observaram que os genotipos polimorficos
combinados (MTHFDI G1958A, MTHFR C677T e MTR A2756G) e (MTHFD
G1958A, MTR A2756G e SLC1941 G80A) podem aumentar o risco de DCC, enquanto
os genotipos AA, GG e (AG+GG) do polimorfismo DHFR-c595+59dell9 sdo
protetores para DCC. Um efeito protetor para DCC também foi observado para o alelo
MTHFR 1298C nos estudos de Hobbs et al. (2006)*? ¢ Goldmuntz et al. (2008)®” ¢
nenhuma associacdo entre variantes funcionais da via do folato e DCC foi observada
em outros estudos'®%7!").

Estudos que analisaram o efeito de polimorfismos do metabolismo do folato no
desenvolvimento de DCC em SD sdo escassos. Um estudo na populacdo brasileira
mostrou que a presenca do alelo T materno do polimorfismo MTHFR C677T aumentou
o risco de DCC em 2,07 vezes na prole com SD. Este risco foi acentuado em maes que
ndo fizeram uso de 4cido folico no periodo pré-concepcional ™.

Avaliando varios polimorfismos do gene SLCI941, Locke et al. (2010)"%
observaram, em populagdo americana, uma maior propor¢do de alelos polimoérficos em
individuos com SD e DSAV em comparagdo com aqueles com SD sem DCC. Além
disso, uma maior transmissao do alelo materno MTHFR 1298A para a prole com defeito
do septoatrioventricular (DSAV) foi observada em relagdo aos controles sem
cardiopatia. Por outro lado, um estudo realizado na Croacia, em individuos com SD e

suas maes, ndo encontrou associacdo dos polimorfismos MTHFR C677T e A1298C com

a presenca de DCCY.
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1.1.2 Controle da expressao do gene MTHFR por microRNA (miRNA)

E estimado que cerca de 30-90% dos genes humanos sejam regulados por
microRNAs (miRNAs)">"®. Muitos miRNAs atuam em combinagio para regular os
mesmos genes-alvo e esses genes ndo sdo restritos a uma categoria funcional particular
ou via bioldgica, mas estdo envolvidos em uma grande variedade de processos
biologicos ™.

Os miRNA s3o pequenas moléculas de acidos ribonucleicos (RNAs) ndo-
codificantes envolvidas na regulacdo génica pos-transcricional. Sdo expressos como
longos transcritos primarios (pri-miRNA)" e processados no nucleo, dando origem aos

(81

pré-microRNAs®”. Os pré-microRNAs sdo exportados para o citoplasma®", onde sdo

2 Uma das fitas do microRNA maduro ¢

processados em microRNAs maduros
selecionada para integrar o complexo de silenciamento induzido por RNA (complexo
RISC), que guiard a repressdo da tradugdo do RNA mensageiro (RNAm) alvo e
consequente por meio do pareamento entre o microRNA maduro e o RNAm
alvo!75:83.8485)

E sabido que a expressio do gene MTHFR ¢ controlada pela a¢io de
miRNAs®** Estudo de Wu et al. (2013)®® mostrou que o0 RNAm do gene MTHFR ¢
alvo do hsa-mir-149. Um polimorfismo na regido UTR 3’ do gene MTHFR, rs4846049
(G—T), parece alterar a ligagdo entre seu RNAm e o hsa-mir-149, uma vez que foi
observada uma diminui¢do significante na expressdo da proteina MTHFR em
individuos homozigotos para o alelo T em relacdo aos individuos homozigotos para o

alelo G. Os autores sugerem um mecanismo potencialmente patogénico de regulagdo

génica pos-transcricional por miRNA para o gene MTHFR, modificado por um SNP.
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Além disso, o alelo T do polimorfismo MTHFR rs4846049 (G—T) foi associado com
risco aumentado para doengas coronarianas®. O alelo T desta variante também foi
associada 4 paralisia cerebral combinada com deficiéncia mental®”.

Outro polimorfismo do gene MTHFR (rs4846048 A—QG), também localizado na
regido UTR 3’, a 463 pares de base upstream a um sitio putativo de sinal de
poliadenilacio® também mostrou-se uma variante funcional, uma vez que foi
associado a perda de massa corporal magra e ao indice de massa corporea®. Estes
autores sugerem que o gene MTHFR pode atuar na variagdo de massa corporal magra
por meio da regulacdo da atividade mitocondrial e apoptose das células musculares®”.

A analise de haplétipos de seis polimorfismos do gene MTHFR, incluindo os
polimorfismos 1s4846049 e rs4846048, também mostrou que as combinagdes
haplotipicas GGT/ TGGT/ TGAG (rs1476413, rs4846048, rs4846049/ rs1801133,
151476413, rs4846048, rs4846049/ rs1801133, rs1476413, rs4846048, rs4846049)
foram associadas a idade de inicio da menopausa®”.

Evidéncias de polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) na regido génica UTR
3’, afetando as fungdes de diversos miRNAs (mir-155, mir-219, mir-124-1, mir-149),
foram anteriormente descritas em doenca cardiovascular e cancer®®?.

Além dos polimorfismos génicos que podem alterar a ligacdo entre 0 miRNA e
seu alvo, SNPs em miRNAs maduros e/ou em suas moléculas precursoras podem alterar
sua expressao e/ou maturagdo e também modificar suas interacdes com seus genes alvos
com consequéncias patogénicas®”. O alelo T do polimorfismo rs2292832 (C—T),
localizado na regido precursora do hsa-mir-149, em combinac¢do com os alelos hsa-mir-

146aG/-196a2C/-499G, foi significantemente associado com a ocorréncia de acidente

vascular cerebral isquémico. Efeitos combinados entre polimorfismos de miRNA (mir-
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146aG/-149T/-196a2C/-499G) e concentragdes de Hcy e folato também foram
observados em pacientes com acidente vascular cerebral®. Outros estudos associaram
o polimorfismo hsa-mir-149 (rs2292832 C—T) a modulagdo de alguns tipos de
cancer®%,

Considerando-se a importincia do metabolismo do folato para o
desenvolvimento cardiaco e o impacto da ocorréncia cardiopatias congénitas em

individuos com SD, o estudo de variantes genéticas funcionais que modulam esse

metabolismo mostra-se relevante.
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Figura 1. Metabolismo do folato e suas principais enzimas (Figura modificada segundo
Coppede, 2015). TC2 = Transcobalamina 2, DHFR = Dihidrofolato redutase, DHF =
Dihidrofolato, THF = Tetrahidrofolato, SHMT = Serina hidoximetiltransferase, 5,10
MTHF = 5,10 Metilenotetrahidrofolato, MTHFR = Metilenotetrahidrofolato redutase,
5-MTHF = 5-Metiltetrahidrofolato, MTR = Metionina sintase, MTRR = Metionina

sintase redutase, BHMT = Betaina-homocisteina metiltransferase, SAM = S-
adenosilmetionina, SAH = S-adenosilhomocisteina, Hcy = Homocisteina, CBS =
Cistationina B-sintase, MTHFD1 = Metilenotetrahidrofolato desidrogenesase 1, 5,10—
MetinilTHF = 5,10-Metiniltetrahidrofolato, 10-formilTHF = 10-Formiltetrahidrofolato,
RFCI1 = Carregador de folato reduzido 1, By, = Vitamina B,, B¢ = Vitamina Bs, CH; =

Grupo metil, dUMP = Deoxiuridina monofosfato, d-TMP = Deoxitimidina monofosfato.
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1.2 OBJETIVOS

Com base nos dados descritos, este estudo teve como objetivos:

1. Investigar se a preseng¢a dos polimorfismos MTHFR C677T, MTHFR A1298C,
MTHFR T1371C, MTR A2756G, SLCI1941 A80G, MTRR A66G, TC2 C776G, TC2
A67G, CBS 844ins68, CBS T833C, BHMT G742A, MTHFDI G1958A, DHFR del 19
pb, SHMT C1420T, MTHFR 154846049, MTHFR rs4846048 e hsa-mir-149 rs2292832
em individuos com trissomia livre do 21 estd associada com a ocorréncia de cardiopatia

congénita.

2. Avaliar a associagdo entre os polimorfismos genéticos MTHFR rs4846049, MTHFR
rs4846048 e hsa-mir-149 rs2292832, tanto maternos quanto em individuos com SD, e a

presenca de defeitos cardiacos congénitos nos individuos com SD.
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2. CASUISTICAS E METODOS

2.1 Casuistica

Seguindo as Normas Regulamentares de Pesquisa em Seres Humanos, Resolugdo
466/2012 do Conselho Nacional de Saude, este estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto
(FAMERP), parecer n® 529.830 (Anexo 1), CAAE n° 25712013.0.0000.5415. Foram
incluidos no estudo 139 individuos com trissomia livre do cromossomo 21, confirmado
por exame do cariotipo (individuos com translocacdo ou mosaicismo ndo foram
incluidos). O grupo caso foi composto por 80 individuos com DCC (52 com cardiopatia
isolada e 28 com cardiopatia associada) e o grupo controle composto por 59 individuos
sem cardiopatia congénita. Também foram incluidas 131 maes dos individuos com SD
(75 maes de individuos com cardiopatia congénita ¢ 56 maes de individuos sem
cardiopatia). Os participantes do estudo foram provenientes do Servico Ambulatorial de
Genética e Pediatria do Hospital de Base de Sao José do Rio Preto (HB), hospital-escola
vinculado a FAMERP. As informag¢des sobre as cardiopatias congénitas foram obtidas

em prontudrios médicos e revisadas com o auxilio de um médico cardiologista.

2.2. METODOS
2.2.1. Coleta e extracio de DNA das amostras de sangue periférico
Apbés o convite, esclarecimento da pesquisa e assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelo responsavel legal (Apéndices 1 e 2),
amostras de sangue periférico de 81 individuos com SD e de 79 maes de individuos
com SD foram coletadas em tubos contendo o anticoagulante acido etilenodiamino

tetra-acético (EDTA), para posterior extracdo de DNA por meio da técnica de Extragdo
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Salina ou “salting-out”®”. Uma amostra de sangue (ImL) foi transferida para um tubo
de microcentrifuga de 1,5 mL estéril, centrifugado a 5000 rpm por 5 minutos em
temperatura ambiente (25°C). Foi preparado o tampao 1 [10x] (100 mM Tris-HCI pHS,
100 mM KCI, 100 mM MgCl, 6H,0, 20 mM EDTA pHS8). O plasma foi descartado e ao
sedimento foram adicionados 900 uL de Tampao 1x contendo Triton (5 ml do tampéo 1
[10x] e 45 ml solucdo de triton 2,75%). O material foi homogeneizado utilizando o
vortex por 40 segundos e centrifugado a 5000 rpm por 5 minutos em temperatura
ambiente (25°C). O sobrenadante foi descartado e ao sedimento foi adicionado 1 mL de
tampao 1 [Ix], que foi homogeneizado utilizando o vdrtex por 40 segundos e
centrifugado a 5000 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente (25°C). Esta etapa foi
repetida trés vezes. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi suspendido com
200puL de tampao 2 [1x] (10 mM Tris-HCI ph8, 10 mM KCIl, 10 mM MgCl,.6H,0, 2
mM EDTA pHS8, 0,4 M NaCl) e homogeneizado no vortex. Foram adicionados 20 uL
de solugdo de SDS 10% e o material foi homogeneizado com auxilio de uma pipeta e
incubado em banho-maria a 56°C por 15 minutos. Posteriormente, foram adicionados
100 pL de NaCl 5M, homogeneizado no vortex e centrifugado a 12000 rpm por 5
minutos a 25°C. O sobrenadante foi transferido para um tubo de microcentrifuga de 1,5
mL estéril e o precipitado, descartado. Ao sobrenadante foi adicionado 1 mL de etanol
absoluto gelado e o microtubo foi invertido varias vezes, vagarosamente, para
precipitacdo do DNA. A amostra foi mantida no freezer (-20°C) overnight para auxiliar
na precipitagdo. Posteriormente, foi centrifugada a 12000 rpm por 5 minutos a 25°C e o
etanol absoluto foi removido, cuidadosamente, por inversdo. Ao precipitado foi
adicionado 1 mL de etanol 70% gelado, que foi homogeneizado no vortex e

centrifugado a 12000 rpm por 5 minutos a 25°C. Esta etapa foi repetida mais uma vez.
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O etanol 70% foi removido por inversdo e o tubo ficou invertido sobre papel absorvente
para completa evaporagdo do etanol. O DNA foi, entdo, ressuspendido em 100 pL de
tampao TE (1 M Tris-HCI pHS, 0,5 M EDTA) e a solu¢do de DNA foi armazenada a -
20°C.

Cinquenta e oito amostras de DNA do grupo de individuos com SD e 52 de maes
de individuos com SD, previamente coletadas e armazenadas na Unidade de Pesquisa
em Genética e Biologia Molecular — UPGEM com aprovagao da Comissdo Nacional de
Etica em Pesquisa - CONEP (Parecer n° 2400/2004) foram também incluidas neste

estudo (Anexo 2).

2.2.2. Quantificacdo do DNA gendémico
As amostras foram submetidas a leitura da concentragdo e avaliacdo do grau de
pureza no espectrofotometro NanoDrop ND-1000 UV-Vis (Uniscience®). A
quantificagdo do DNA gendmico ¢ determinada pela absorbancia do comprimento de
onda de 260nm e o valor da concentracdo ¢ dado em ng/uL. O grau de pureza ¢
determinado por meio do célculo de densidade optica (OD) a 260 e 280nm; onde a
amostra ¢ considerada pura quando a relagdio OD260/0D280 ¢ igual a 1,8. Apds a

leitura, a concentracdo das amostras de DNA gendmico foi ajustada para 50ng/uL.

2.2.3. Analise molecular

A genotipagem dos polimorfismos hsa-mir-149 (rs2292832), MTHFR rs4846049
e MTHFR rs4846048 foi realizada nos 139 individuos com SD e em 131 maes dos
individuos com SD. As amostras de DNA foram genotipadas pela técnica de

discriminacdo alélica por PCR em tempo real utilizando-se os ensaios comerciais
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TagMan® SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems®), segundo instru¢des do
fabricante. As reagdes foram submetidas ao equipamento StepOne Plus (Applied
Biosystems®). O quadro 1 apresenta a identificacdo dos ensaios especificos e o0s
quadros 2, 3 e 4 apresentam as reagdes e ciclagem de amplificacdo para cada
polimorfismo. As Figuras 2, 3 e 4 mostram os padrdes de genotipagem dos
polimorfismos hsa-mir-149 (rs2292832), MTHFR (rs4846048) e MTHFR (rs4846049),
respectivamente.

Dos 139 individuos com trissomia livre, um subgrupo de 58 individuos foi
previamente genotipado pelo nosso grupo de pesquisa para os polimorfismos MTHFR
C677T, MTHFR A1298C, MTHFR T1371C, MTR A2756G, SLC1941 A80G, MTRR
A66G, TC2 C776G, TC2 A67G, CBS 844ins68, CAS T833C, BHMT G742A, MTHFDI1
G1958A, DHFR del 19 pb, SHMT C1420T®*%19%19D No presente estudo, esses dados

de genotipagem foram utilizados para avaliar o risco para DCC.

Quadro 1. Ensaios Taqman (Applied Biosystems®) para genotipagem dos

polimorfismos por discriminagao alélica por PCR em tempo real.

Polimorfismo (rs*) Substituicio Tagman Assay ID
hsa-mir-149 rs2292832 C->T C_ 11533078 1 _

MTHFR rs4846048 A—->G C_ 1766946 10

MTHFR 154846049 G-T C_ 27968106 10

*www. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/
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Quadro 2. Reagdo e ciclagem do polimorfismo hsa-mir-149 (rs2292832).

Real Time

H,O

Master Mix (2x)
Assay (40x)

DNA (10 ng/ uL)
Ciclagem
95°C-----10 minutos
95°C-----15 segundos
60°C-----01 minuto

} 45 ciclos

1,30pL
2,50uL
0,20uL
1,50uL

Quadro 3. Reagdo e ciclagem do polimorfismo MTHFR (rs4846048).

Real Time

H,O

Master Mix (2x)
Assay (40x)

DNA (10 ng/ uL)
Ciclagem
95°C-----10 minutos
95°C----- 15 segundos
60°C-----01 minuto

} 40 ciclos

1,35puL
2,50uL
0,15uL
1,00pL

Quadro 4. Reagdo e ciclagem do polimorfismo MTHFR (rs4846049).

Real Time

H,O

Master Mix (2x)
Assay (40x)

DNA (10 ng/ uL)
Ciclagem

95°C----- 10 minutos
95°C-----15 segundos
60°C-----01 minuto

} 45 ciclos

1,30uLL
2,50uL
0,20pnL
1,50puL
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Figura 2. Discriminagdo alélica por PCR em tempo real do polimorfismo hsa-mir-149

(rs2292832). O fluoroforo VIC (verde) foi utilizado para marcar as sondas que

reconhecem os alelos selvagens e o fluoroforo FAM (azul) as sondas que reconhecem



Casuistica e Métodos 20

os alelos polimorficos. Desse modo (A) representa o gendtipo homozigoto selvagem

CC, (B) genotipo heterozigoto CT e (C) gendtipo homozigoto polimorfico TT.
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Figura 3. Discriminacgdo alélica por PCR em tempo real do polimorfismo MTHFR

(rs4846048). O

fluoréforo VIC (verde) foi utilizado para marcar as sondas que
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reconhecem os

alelos selvagens e o fluor6foro FAM (azul) as sondas que reconhecem

os alelos polimorficos. Desse modo (A) representa o genotipo homozigoto selvagem

AA, (B) genotipo heterozigoto AG e (C) genotipo homozigoto polimérfico GG.
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Figura 4. Discriminagdo alélica por PCR em tempo real do polimorfismo MTHFR
(rs4846049). O fluoroforo VIC (verde) foi utilizado para marcar as sondas que
reconhecem os alelos selvagens e o fluoréforo FAM (azul) as sondas que reconhecem
os alelos polimdrficos. Desse modo (A) representa o genotipo homozigoto selvagem

GG, (B) genotipo heterozigoto GT e (C) gendtipo homozigoto polimorfico TT.

2.2.4. Analise Estatistica

O programa Bioestat foi utilizado para avaliar a concordancia das frequéncias
genotipicas com o Equilibrio de Hardy-Weinberg, pelo teste Qui-quadrado (1 grau de
liberdade), e para a andlise de hapldtipos dos polimorfismos MTHFR C677T, MTHFR
A1298C, MTHFR T1317C, MTHFR 1s4846048 e rs4846049; TC2 A67G e TC2 C776G.
Para as outras analises utilizou-se o programa Stats Direct v. 2.7.2. Valores de p <0,05
foram considerados estatisticamente significantes.

Teste de regressdo logistica multipla foi utilizado para a andlise dos
polimorfismos hsa-mir-149 152292832, MTHFR 154846048 e MTHFR 1s4846049
utilizando-se dois modelos genéticos: dominante (homozigoto polimdrfico +
heterozigoto versus homozigoto selvagem) e recessivo (homozigoto polimoérfico versus
heterozigoto + homozigoto selvagem). O teste exato de Fisher (modelo dominante) foi
utilizado para avaliar os gendtipos combinados desses trés polimorfismos considerando-
se 0 genotipo combinado MTHFR rs4846048 AA / MTHFR rs4846049 GG / hsa-mir-
149 152292832 CC como referéncia (triplo homozigoto selvagem). Estas andlises
também foram realizadas separando os casos em cardiopatias isoladas ou associadas.

A mediana do nimero de alelos mutantes entre os grupos dos 17 polimorfismos
foi avaliada pelo teste de Mann-Whitney pelo programa StatsDirect. Analises de
regressdo logistica multipla também foram realizadas para avaliar o risco de DCC

desses 17 polimorfismos nos modelos genéticos dominante e recessivo.
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3. RESULTADOS
3. 1 Resultados Clinicos

As variaveis clinico-epidemioldgicas dos 139 individuos com trissomia livre do
cromossomo 2lestdo apresentadas na Tabela 1. A idade ao diagndstico de cardiopatia
mostrou-se precoce, pois pelo menos 70,0% dos pacientes foram diagnosticados nos
primeiros seis meses de idade. As cardiopatias isoladas apresentaram maior incidéncia
(65,0%), enquanto as associadas foram observadas em 35,0% dos individuos com
cardiopatia. No grupo de cardiopatia isolada foi observada uma alta prevaléncia de CIA
(42,3%) e no grupo de cardiopatia associada a maior prevaléncia foi de DSAV + PDA

(28,5%) e CIA + PDA (28,5%).
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Tabela 1. Variaveis clinico-epidemiologicas dos individuos com sindrome de Down (n

=139).

Variaveis N %
Sexo

Feminino 65 46,7
Masculino 74 533
Cardiopatia

Presenca 80 57,5
Auséncia 59 42.5

Idade ao diagnoéstico

0-6 meses 56 70,0
7-12 meses 09 11,3
13-18 meses 03 3,7
> 19 meses 09 11,3
Ignorado* 03 3,7

Tipo de cardiopatia
Associada 28 35,0

Isolada 52 65,0

* Auséncia de informagdo no prontuario médico.
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3. 2 Resultados dos polimorfismos hsa-mir-149 rs2292832, MTHFR
rs4846048 e MTHFR rs4846049

As frequéncias genotipicas do polimorfismo hsa-mir-149 rs2292832 no grupo
controle de individuos SD e de maes apresentou-se em desequilibrio de Hardy-
Weinberg, bem como o polimorfismo MTHFR rs4846049 no grupo controle de maes.
No grupo caso de individuos com SD com cardiopatia congénita, independente do tipo
de cardiopatia e no subgrupo de cardiopatia associada foi observado desequilibrio para o
polimorfismo hsa-mir-149 (rs2292832). No grupo caso de maes este polimorfismo (hsa-
mir-149 rs2292832) também apresentou-se em desequilibrio nos grupos de cardiopatia
congénita, independente do tipo de cardiopatia e no subgrupo de cardiopatia isolada. Os
resultados da concordancia das frequéncias genotipicas com o Equilibrio de Hardy-

Weinberg estdo apresentados nas Tabelas 2, 3 ¢ 4.

Tabela 2. Equilibrio de Hardy-Weinberg dos polimorfismos hsa-mir-149 rs2292832,
MTHFR 154846048 ¢ MTHFR 154846049, nos individuos com SD com cardiopatia
congénita, independente do tipo de cardiopatia (caso), e com SD sem cardiopatia

congénita (controle) e nas suas maes.

Individuos com SD Maes
X*  ValordeP X*  Valor de P
hsa-mir-149 rs229283
Caso 6,27 0,012 24,60 <0,0001
Controle 16,83 <0,0001 14,36 0,0002
MTHFR rs4846048
Caso 0,18 0,67 1,34 0,24
Controle 0,50 0,47 3,67 0,055
MTHFR rs4846049
Caso 1,91 0,16 0,02 0,86

Controle 0,0003 0,98 6,91 0,008
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Tabela 3. Equilibrio de Hardy-Weinberg dos polimorfismos hsa-mir-149 rs2292832,
MTHFR 154846048 ¢ MTHFR 1s4846049, nos individuos com SD com cardiopatia

congénita associada (caso), e com SD sem cardiopatia congénita (controle) e nas suas

maes.
Individuos com SD Maies
X>  ValordeP X>  Valor de P
hsa-mir-149 rs229283
Caso 3,99 0,045 2,00 0,15
Controle 16,83 <0,0001 14,36 0,0002
MTHFR rs4846048
Caso 0,73 0,39 0,51 0,47
Controle 0,50 0,47 3,67 0,055
MTHFR rs4846049
Caso 0,31 0,57 1,39 0,23
Controle 0,0003 0,98 6,91 0,008

Tabela 4. Equilibrio de Hardy-Weinberg dos polimorfismos hsa-mir-149 rs2292832,
MTHFR 154846048 ¢ MTHFR 1s4846049, nos individuos com SD com cardiopatia

congénita isolada (caso), e com SD sem cardiopatia congénita (controle) e nas suas

maes.
Individuos com SD Maies
X>  ValordeP X>  Valor de P
hsa-mir-149 rs229283
Caso 2,29 0,12 28,02 <0,0001
Controle 16,83 <0,0001 14,36 0,0002
MTHFR rs4846048
Caso 0,13 0,71 0,75 0,38
Controle 0,50 0,47 3,67 0,055
MTHFR rs4846049
Caso 1,86 0,17 0,52 0,46
Controle 0,0003 0,98 6,91 0,008

As andlises de regressdo logistica multipla dos polimorfismos MTHFR

rs4846048, MTHFR rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832 envolvendo os individuos com
SD ndo evidenciaram associacdo entre os polimorfismos e o risco para cardiopatia

congénita tanto quando considerados todos os individuos, independente do tipo de
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cardiopatia (Tabela 5), como quando analisados separadamente os individuos com

cardiopatia associada ou isolada (Tabelas 6 e 7). Da mesma forma, nio houve

associagdo entre os hapldtipos para MTHFR 154846048 e MTHFR 154846049 e o risco

para cardiopatias congénitas (Tabelas 8, 9 e 10).

Tabela 5. Anélises de regressdo logistica multipla envolvendo individuos com SD com

cardiopatia congénita, independente do

cardiopatia congénita (controle).

tipo de cardiopatia (caso) e com SD sem

i L Controle Caso OR
Polimorfismo  nodelo  Genétipo N (%) N (%) (95% CI) P

Dominante C/C 34 (57,6%) 43 (54,4%) 1,17 0.65

hsa-mir-149 C/T-T/T  25(42,4%) 36 (45,6%) (0,58-2,32)
rs2292832  Recessivo C/C-C/T 46 (78,0%) 67 (84,8%) 0,61 0.27

T/T 13 (22,0%) 12(15,2%) (0.25-1,48)
Dominante A/A 27 (45,7%) 40 (50,0%) 0,71 0.41

MTHFR A/G-G/G 32 (54,3%) 40 (50,0%) (0,32-1,58)
rs4846048  Recessivo A/A-A/G 51 (86,4%) 72 (90,0%) 0,87 0.81

G/G 08 (13,6%) 08 (10,0%) (0,27-2,77)
Dominante G/G 22 (37,3%) 29 (36,3%) 1,30 0.52

MTHFR G/T-T/T 37(62,7%) 51(63,7%) (0,57-2,97)
rs4846049  Recessivo  G/G-G/T 50 (84,7%) 72 (90,0%) 0,63 0.43

T/T 09 (15,3%) 08 (10,0%) (0,20-1,96)
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Tabela 6. Analises de regressao logistica multipla envolvendo individuos com SD com

cardiopatia congénita associada (caso), e com SD sem cardiopatia congénita (controle).

i Lo Controle Caso OR
Polimorfismo Gen6tipo N (%) N (%) (95% CT) P

Dominante C/C 34 (57,6%) 14 (50,0%) 1,35 0.51

hsa-mir-149 C/T-T/T 25(42,4%) 14(50,0%) (0,54-3,34)
rs2292832 C/C-C/T 46 (78,0%) 22 (78,6%) 0,94 0.92

T/T 13 (22,0%) 06 (21,4%) (0,31-2,83)
Dominante A/A 27 (45,7%) 12 (42,8%) 0,98 0.97

MTHFR A/G-G/G 32 (54,3%) 16(57,2%) (0,33-2,89)
rs4846048 A/A-A/G 51 (86,4%) 23 (82,2%) 1,58 0.51

G/G 08 (13,6%) 05(17,8%) (0,39-6,36)
Dominante G/G 22 (37,3%) 09 (32,2%) 1,25 0.69

MTHFR G/T-T/T  37(62,7%) 19 (67,8%) (0,40-3,89)
rs4846049 G/G-G/T 50 (84,7%) 24 (85,7%) 0,74 0.68

T/T 09 (15,3%) 04 (14,3%) (0,17-3,16)

Tabela 7. Andlises de regressdo logistica multipla envolvendo individuos com SD com

cardiopatia congénita isolada (caso), e com SD sem cardiopatia congénita (controle).

i e Controle Caso OR
Polimorfismo Genétipo N (%) N (%) (95% CI) P

Dominante C/C 34 (57,6%) 29 (56,9%) 1,08 0.83

hsa-mir-149 C/T-T/T 25(42,4%) 22(43,1%) (0,49-2,36)
rs2292832 C/C-C/T 46 (78,0%) 45 (88,3%) 0,44 0.13

T/T 13 (22,0%) 06(11,7%) (0,15-1,28)
Dominante A/A 27 (45,7%) 28 (53,9%) 0,56 0.3

MTHFR A/G-G/G 32 (54,3%) 24(46,1%) (0,22-1,45)
rs4846048 A/A-A/G 51 (86,4%) 49 (94,3%) 0,48 0.33

G/G 08 (13,6%) 03 (05,7%) (0,11-2,11)
Dominante G/G 22 (37,3%) 20 (38,4%) 1,43 0.47

MTHFR G/T-T/T 37(62,7%) 32(61,6%) (0,53-3,85)
rs4846049 G/G-G/T 50 (84,7%) 48(92,3%) 0,52 0.33

T/T 09 (15,3%) 04 (07,7%) (0,13-1,96)
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Tabela 8. Hapldtipos para os polimorfismos MTHFR rs4846048 ¢ MTHFR rs4846049
nos individuos com SD com cardiopatia congénita, independente da cardiopatia (caso),

e individuos com SD sem cardiopatia congénita (controle).

Haplétipos MTHFR Caso Controle X2 Valor de P
rs4846048 / rs4846049
A/G 0,546 0,547 0,0 0,99
G/T 0,215 0,276 1,37 0,24
A/T 0,154 0,114 0,90 0,34
G/G 0,085 0,063 0,46 0,49

Tabela 9. Haplotipos para os polimorfismos MTHFR 1s4846048 e MTHFR rs4846049
nos individuos com SD com cardiopatia congénita associada (caso), ¢ individuos com

SD sem cardiopatia congénita (controle).

Haplotipos MTHFR Caso Controle X2 Valor de P
rs4846048 / rs4846049
A/G 0,474 0,549 0,86 0,35
G/T 0,267 0,277 0,02 0,88
A/T 0,147 0,112 0,42 0,51
G/G 0,112 0,062 1,38 0,24

Tabela 10. Haplotipos para os polimorfismos MTHFR rs4846048 e MTHFR rs4846049
nos individuos com SD com cardiopatia congénita isolada (caso), e individuos com SD

sem cardiopatia congénita (controle).

Haplotipos MTHFR Caso Controle X2 Valor de P
rs4846048 / rs4846049
A/G 0,590 0,549 0,36 0,54
G/T 0,188 0,278 2,46 0,11
A/T 0,155 0,112 0,90 0,34
G/G 0,067 0,061 0,03 0,85

A andlise dos polimorfismos MTHFR rs4846048, MTHFR rs4846049 e hsa-mir-
149 152292832 envolvendo as maes de individuos com SD com e sem cardiopatias
mostrou os que gendtipos maternos hsa-mir-149 rs2292832 CT/TT foram associados ao
risco reduzido para cardiopatia isolada na prole com SD (OR = 0,31; IC 95% = 0,13-

0,72; P = 0,0063). Os resultados das andlises de regressdo logistica nas maes dos
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individuos com SD estdo apresentados nas Tabelas 11, 12 e 13. Ndo houve associacio
entre os haplotipos para MTHFR rs4846048 ¢ MTHFR 1s4846049 e o risco materno

para cardiopatias congénitas na prole com SD (Tabelas 14, 15 e 16).

Tabela 11. Analises de regressdo logistica multipla envolvendo maes de individuos
com SD com cardiopatia congénita, independente do tipo de cardiopatia (caso), e maes

de individuos com SD sem cardiopatia congénita (controle).

; " Controle Caso OR
Polimorfismo  pjodelo Gendtipo N (%) N (%) 95% CI) P

Dominante C/C 26 (47,3%) 46 (63,9%) 0,49 0.05

hsa-mir-149 CIT-T/T 29 (52,7%) 26 (36,1%) (0,24-1,01)
rs2292832  Recessivo C/C-C/T 39 (70,9%) 58 (80,6%) 0,55 0.17

T 16 (29,1%) 14 (19,4%) (0,23-1,29)
Dominante A/A 28 (50,0%) 43 (57,4%) 078 o

MTHFR A/G-G/G 28(50,0%) 32 (42,6%) (0,35-1,75)
rs4846048  Recessivo A/A-A/G 55(982%) 68(90,7%) 2,02(0,16- oo

G/G 01 (01,8%) 07 (09,3%) 24,89) ’
Dominante G/G 23 (41,1%) 33 (44,0%) 0,96 0.93

MTHFR G/T-T/T 33 (58,9%) 42(56,0%) (0,43-2,15) =’
rs4846049  Recessivo G/G-G/T 55(98,2%) 66 (88,0%) 5,71 (0,50- 0.15

T 01 (01,8%) 09(12,0%) 64,05
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Tabela 12. Analises de regressdo logistica multipla envolvendo maes de individuos

com SD com cardiopatia congénita associada (caso), e maes de individuos com SD sem

cardiopatia congénita (controle).

; ‘e Controle Caso OR
Polimorfismo Genétipo N (%) N (%) (95% CI) P

Dominante C/C 26 (47,3%) 11 (45,9%) 1,06 0.89

hsa-mir-149 C/T-T/T 29(52,7%) 13 (54,1%) (0,40-2,79)
rs2292832 C/C-C/T 39(70,9%) 19 (79,1%) 0,55 035

T/T 16 (29,1%) 05(20,9%) (0,15-1,93)
Dominante A/A 28 (50,0%) 13 (52,0%) 1,15 0.79

MTHFR A/G-G/G 28 (50,0%) 12 (48,0%) (0,39-3,39)
rs4846048 A/A-A/G 55(98,2%) 22 (88,0%) 1,65 (0,08- 0.74

G/G 01 (01,8%) 03 (12,0%) 32,41) ’
Dominante G/G 23 (41,1%) 11 (44,0%) 0,79 0.68

MTHFR G/T-T/T 33 (58,9%) 14 (56,0%) (0,26-2,35)
rs4846049 G/G-G/T 55(98,2%) 20 (80,0%) 12,40(0,96- 0.05

T/T 01 (01,8%) 05 (20,0%) 159,13) ’

Tabela 13. Andlises de regressdo logistica multipla envolvendo maes de individuos

com SD com cardiopatia congénita isolada (caso), ¢ maes de individuos com SD sem

cardiopatia congénita (controle).

: L. Controle Caso OR
Polimorfismo Gen6tipo N (%) N (%) (95% CT) P

Dominante C/C 26 (47,3%) 35 (72,9%) 0,31 0.006

hsa-mir-149 C/T-T/T 29(52,7%) 13(27,1%) (0,13-0,72) ’
rs2292832 C/C-C/T 39(70,9%) 39 (81,3%) 0,51 0.17

T/T 16 (29,1%) 09 (18,7%) (0,19-1,33) ’
Dominante A/A 28 (50,0%) 30 (60,0%) 0,58 0.24

MTHFR A/G-G/G 28 (50,0%) 20 (40,0%) (0,23-1,45) ’
rs4846048 A/A-A/G 55 (98,2%) 46(92,0%) 2,66 (0,09- 0.56

G/G 01 (01,8%) 04 (08,0%) 72,38) ’
Dominante G/G 23 (41,1%) 22 (44,0%) 1,15 0.75

MTHFR G/T-T/T 33 (58,9%) 28(56,0%) (0,46-2,86) ’
rs4846049 G/G-G/T 55(98,2%) 46(92,0%) 2,66 (0,09- 0.56

T/T 01 (01,8%) 04 (08,0%) 72,38) ’
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Tabela 14. Haplotipos para os polimorfismos MTHFR 154846048 ¢ MTHFR rs4846049
nas maes de individuos com SD com cardiopatia congénita, independente do tipo de

cardiopatia (caso), e maes de individuos com SD sem cardiopatia congénita (controle).

Haplétipos MTHFR Caso Controle X2 Valor de P
rs4846048 / rs4846049
A/G 0,594 0,640 0,57 0,45
G/T 0,194 0,202 0,02 0,86
A/T 0,146 0,101 1,16 0,28
G/G 0,066 0,057 0,09 0,75

Tabela 15. Haplotipos para os polimorfismos MTHFR rs4846048 e MTHFR rs4846049
nas maes de individuos com SD com cardiopatia congénita associada (caso), e maes de

individuos com SD sem cardiopatia congénita (controle).

Haplotipos MTHFR Caso Controle X2 Valor de P
rs4846048 / rs4846049
A/G 0,535 0,640 1,59 0,20
G/T 0,215 0,203 0,03 0,85
A/T 0,165 0,101 1,33 0,24
G/G 0,085 0,056 0,46 0,49

Tabela 16. Haplotipos para os polimorfismos MTHFR rs4846048 e MTHFR rs4846049
nas maes de individuos com SD com cardiopatia congénita isolada (caso), € maes de

individuos com SD sem cardiopatia congénita (controle).

Haplotipos MTHFR Caso Controle X2 Valor de P
rs4846048 / rs4846049
A/G 0,625 0,642 0,07 0,79
G/T 0,185 0,205 0,13 0,71
A/T 0,135 0,099 0,68 0,40
G/G 0,055 0,054 0,001 0,97

A analise das combinagdes genotipicas dos polimorfismos MTHFR rs4846048,
MTHFR rs4846049 e hsa-mir-149 rs2292832, nos individuos com SD e nas suas mées
ndo mostrou associa¢do entre as diferentes combinagdes e o risco para cardiopatia
congénita, independente da cardiopatia, bem como cardiopatia associada e isolada

(Tabelas 17 a 22).
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Tabela 17. Analises de combinagao genotipica em individuos com SD com cardiopatia

congénita, independente do tipo de cardiopatia (caso), € em individuos com SD e sem

cardiopatia congénita (controle).

Combinacio genotipica Grupos P
hsa-mir-149 rs2292832 - MTHFR rs484604 - MTHFR rs4846049 (Controle Caso
CC-AA-GG 10 09  Referéncia
CC-AA-GT/TT 16 22 0,32
CC - AG/GG - GG 06 19 0,72
CC - AG/GG - GT/TT 19 33 1,00
CT/TT - AA -GG 19 22 0,88
CT/TT - AA - GT/TT 07 19 0,18
CT/TT - AG/GG - GG 03 19 0,28
CT/TT - AG/GG - GT/TT 19 29 1,00

Tabela 18. Andlises de combinagdo genotipica em individuos com SD com cardiopatia

congénita associada (caso), e em individuos com SD e sem cardiopatia congénita

(controle).

Combinacio genotipica Grupos P
hsa-mir-149 rs2292832 - MTHFR rs484604 - MTHFR rs4846049 (Controle Caso
CC-AA-GG 10 03 Referéncia
CC-AA-GT/TT 07 16 0,67
CC - AG/GG - GG 05 13 0,35
CC - AG/GG - GT/TT 07 26 1,00
CT/TT - AA - GG 05 20 1,00
CT/TT - AA - GT/TT 04 13 0,19
CT/TT - AG/GG - GG 01 13 0,57
CT/TT - AG/GG - GT/TT 11 24 0,66

Tabela 19. Andlises de combinagdo genotipica em individuos com SD com cardiopatia

congénita isolada (caso), ¢ em individuos com SD e sem cardiopatia congénita

(controle).

Combinacio genotipica Grupos P
hsa-mir-149 rs2292832 - MTHFR rs484604 - MTHFR rs4846049 (Controle Caso
CC-AA-GG 10 06  Referéncia
CC-AA-GT/TT 15 16 0,37
CC - AG/GG - GG 03 16 1,00
CC - AG/GG - GT/TT 16 29 0,87
CT/TT - AA -GG 16 20 0,68
CT/TT - AA - GT/TT 04 16 0,43
CT/TT - AG/GG - GG 02 16 0,36
CT/TT - AG/GG - GT/TT 13 24 1,00
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Tabela 20. Analises de combinacdo genotipica em maes de individuos com SD com

cardiopatia congénita, independente do tipo de cardiopatia (caso), ¢ de individuos com

SD e sem cardiopatia congénita (controle).

Combinacio genotipica Grupos P
hsa-mir-149 rs2292832 - MTHFR rs484604 - MTHFR rs4846049 (Controle Caso
CC-AA-GG 09 12 Referéncia
CC-AA-GT/TT 12 24 0,28
CC - AG/GG - GG 09 21 0,94
CC - AG/GG - GT/TT 20 28 1,00
CT/TT - AA -GG 18 25 1,00
CT/TT - AA - GT/TT 10 21 0,30
CT/TT - AG/GG - GG 03 21 0,86
CT/TT - AG/GG - GT/TT 20 21 0,64

Tabela 21. Andlises de combinacdo genotipica em maes de individuos com SD com

cardiopatia congénita associada (caso), e de individuos com SD e sem cardiopatia

congénita (controle).

Combinacio genotipica Grupos P
hsa-mir-149 rs2292832 - MTHFR rs484604 - MTHFR rs4846049 (Controle Caso
CC-AA-GG 09 02 Referéncia
CC-AA-GT/TT 06 12 0,23
CC - AG/GG - GG 04 12 0,73
CC - AG/GG - GT/TT 05 20 1,00
CT/TT - AA -GG 08 18 0,45
CT/TT - AA - GT/TT 02 16 0,71
CT/TT - AG/GG - GG 03 11 1,00
CT/TT - AG/GG - GT/TT 08 20 0,59

Tabela 22. Anélises de combinagido genotipica em maes de individuos com SD com

cardiopatia congénita isolada (caso), e de individuos com SD e sem cardiopatia

congénita (controle).

Combinacio genotipica Grupos P

hsa-mir-149 rs2292832 - MTHFR rs484604 - MTHFR rs4846049 (Controle Caso
CC-AA-GG 09 10  Referéncia
CC-AA-GT/TT 11 19 0,49
CC - AG/GG -GG 07 19 1,00
CC - AG/GG - GT/TT 19 24 1,00
CT/TT - AA - GG 16 19 0,85
CT/TT - AA - GT/TT 10 21 0,30
CT/TT - AG/GG - GG 02 19 0,52
CT/TT - AG/GG - GT/TT 13 20 0,14
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cardiopatias congénitas

3. 3 Resultados dos 17 polimorfismos como fatores de risco para

As frequéncias genotipicas dos polimorfismos MTRR A66G, SLC1941 A80G,

BHMT G742A e hsa-mir-149 (rs2292832) apresentaram-se em desequilibrio de Hardy-

Weinberg no grupo caso.

No grupo controle foi observado desequilibrio para o

polimorfismo hsa-mir-149 (1s2292832) (p<0,05). Os resultados da concordancia das

frequéncias genotipicas com o Equilibrio de Hardy-Weinberg estdo apresentados na

Tabela 23.

Tabela 23. Equilibrio de Hardy-Weinberg dos 17 polimorfismos nos individuos com

SD.
Individuos com SD
X? Valor de P
MTHFR C677T
Caso 0,02 0,87
Controle 0.80 0,37
MTHFR A1298C
Caso 0,60 0,43
Controle 0,0003 0,98
MTHFR T1317C
Caso 0,27 0,59
Controle 0,05 0,82
MTR A2756G
Caso 0,003 0,95
Controle 0,89 0,34
MTRR A66G
Caso 4,07 0,043
Controle 0,03 0,85
SLCI19A1 A80G
Caso 5,26 0,021
Controle 1,83 0,17
TC2 A67G
Caso 0,52 0,46
Controle 1,97 0,16
TC2 C776G
Caso 0,66 0,42
Controle 0,31 0,57
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CBS 844ins68
Caso
Controle
CBS T833C
Caso
Controle
MTHFDI G1958A
Caso
Controle
BHMT G742A
Caso
Controle
DHFR del 19pb
Caso
Controle
SHMT C1420T
Caso
Controle
hsa-mir-149 rs2292832
Caso
Controle
MTHFR rs4846048
Caso
Controle
MTHFR rs4846049
Caso
Controle

1,08
0,01

1,08
0,01

1,46
0,31

5,81
2,22

1,33
0,01

1,08
0,43

6,38
6,02

1,03
0,80

0,74
0,13

0,29
0,91

0,29
0,91

0,22
0,57

0,016
0,13

0,24
0,91

0,29
0,51

0,011
0,014

0,31
0,37

0,74
0,71

A mediana do numero de alelos polimdrficos ndo diferiu entre os individuos

com SD com cardiopatia congénita, independente da cardiopatia (caso), e os individuos

com SD sem cardiopatia congénita (controle) (P = 0.19). O numero de alelos

polimorficos nos grupos caso e controle estdo apresentados na Tabela 24.
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Tabela 24. Distribuicdo dos 17 alelos polimdrficos no grupo de individuos com SD
com cardiopatia congénita, independente da cardiopatia (caso) € no grupo com

individuos com SD sem cardiopatia congénita (controle).

Nimero alelos polimérficos Caso n (%) Controle n (%)
0 0 0
1 0 0
2 0 0
3 0 0
4 0 2 (10,5%)
5 0 0
6 3 (8,8%) 2 (10,5%)
7 1 (3,0%) 3 (15,8%)
8 9 (26,4%) 3 (15,8%)
9 4 (11,7%) 2 (10,5%)
10 7 (20,6%) 3 (15,8%)
11 3 (8,8%) 0
12 3 (8,8%) 0
13 1 (3,0%) 2 (10,5%)
14 0 1(5,3%)
15 0 0
16 1 (3,0%) 1 (5,3%)
17 2 (5,9%) 0

As andlises de regressdo logistica multipla envolvendo os individuos com SD
ndo evidenciaram associa¢do entre os 17 polimorfismos e o risco para cardiopatia
congénita (Tabela 25). Também ndo houve associacdo entre os haplotipos do gene
MTHFR C677T / A1298C / T1317C / rs4846048 / rs4846049 e do gene 7C2 A67G /

C776G e o risco para cardiopatias congénitas (Tabelas 26, 27).
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Tabela 25. Analises de regressdo logistica multipla envolvendo individuos com SD

com cardiopatia congénita, independente do tipo de cardiopatia (caso), e de individuos

com SD sem cardiopatia congénita (controle).

: o Controle Caso OR
Polimorfismo  pjodelo Gendtipo N (%) N (%) (95% CI) P
Dominante C/C 06 (30,0%) 18 (47,3%) 0,57 0.53
MTHFR C/T-T/T  14(70,0%) 20 (52,7%) (0,10-3,24) ’
C677T Recessivo  C/C—C/T 14 (70,0%) 34 (89,4%) 0,32 0.13
T/T 06 (30,0%) 04 (10,6%) (0,07-1,41) ’
Dominante A/A 12.(60,0%) 23 (60,6%) 0,001 (486 E" . .,
MTHFR A/C-C/C 08 (40,0%) 15(39,4%)  '%-477052,7)
A1298C  Recessivo A/A-A/C 19(950%) 35(92,1%) 94399 (329E oo
C/C 01 (05,0%) 03(07,9%)  **-2,70E™) =
Dominante T/T 18 (90,0%) 32 (84.2%) 0,002(498E
MTHFR T/C-C/C 02 (10,0%) 06 (15,8%) '2-834526,9)
T1317C  Recessivo T/T-T/C 20 (100,0%) 38 (100,0%)
C/C 00 (00,0%) 00 (00,0%)
Dominante A/A 13 (65,0%) 27 (71,0%) 0,35 027
MTR A/G-G/G 07 (35,0%) 11 (29,0%) (0,05-2,24) ’
A2756G  Recessivo A/A-A/G 20 (100,0%) 32(84,2%) 141939,6 (4,89
G/G 00 (00.0%) 06(158%) E'-41252) 01
Dominante A/A 07 (35,0%) 15(39,4%) 1,26 0.76
MTRR A/G-G/G 13 (65,0%) 23 (60,6%) (0,26-6,11) ’
A66G Recessivo  A/A—A/G  17(85,0%) 32 (84,2%) 2,98 0.46
G/G 03 (15,0%) 06(15,8%)  (0.,16-55,2) ’
Dominante A/A 04 (20,0%) 05 (13,1%) 1,85 0.59
SLC19A1 A/G-G/G 16 (80,0%) 33 (86.9%) (0,19-17,8) ’
A80G Recessivo  A/A-A/G 17 (85,0%) 31 (81,6%) 2,73 0.32
G/G 03 (15,0%) 07 (18,4%) (0.36-20.3) ’
Dominante A/A 16 (80,0%) 30 (78,9%) 3,00 0.34
TC2 A/G-G/G 04 (20,0%) 08 (21,1%) (0,31-29,0) ’
A67G Recessivo  A/A—A/G  19(95,0%) 37(97,3%) 1523,7 (5,83 E
G/G 01(05.0%) 01(02.7%) 3,08 70 086
Dominante C/C 06 (30,0%) 16 (42,1%) 0,65 0.70
TC2 C/G-G/G  14(70,0%) 22 (57,9%) (0,07-5,66) ’
C776G Recessivo  C/C-C/G  17(85,0%) 35 (92,1%) 0,28 021
G/G 03 (15,0%) 03 (07,9%) (0,04-2,02) ’
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CBS
844ins68

CBS
T833C

MTHFDI1
G1958A

BHMT
G742A

DHFR
del 19 pb

SHMT
C1420T

hsa-mir-149
rs2292832

MTHFR
rs4846048

Dominante

Recessivo

Dominante

Recessivo

Dominante

Recessivo

Dominante

Recessivo

Dominante

Recessivo

Dominante

Recessivo

Dominante

Recessivo

Dominante

Recessivo

S/S
S/M-M/M
S/S -S/M
M/M

T/T
T/C-C/C
T/T-T/C
c/C

G/G
G/A-A/A
G/G-G/A
A/A

G/G
G/A-A/A
G/G-G/A
A/A

/1
I/D-D/D
VI-I/D
D/D

C/C
C/T-T/T
C/C-C/T
T/T

C/C
C/T-T/T
C/CC/T
T/T

A/A
A/G-G/G
A/A-A/G
G/G

19 (95,0%)
01 (05,0%)
20 (100,0%)
00 (00,0%)

19 (95,0%)
01 (05,0%)
20 (100,0%)
00 (00,0%)

06 (30,0%)
14 (70,0%)
17 (85,0%)
03 (15,0%)

10 (50,0%)
10 (50,0%)
20 (100,0%)
00 (00,0%)

06 (33,3%)
12 (66,7%)
15 (83,3%)
03 (16,7%)

09 (47,3%)
10 (52,7%)
18 (94,8%)
01 (05,2%)

13 (68,4%)
06 (31,6%)
16 (84,2%)
03 (15,8%)

12 (60,0%)
08 (40,0%)
18 (90,0%)
02 (10,0%)

27 (71,1%)
11 (28,9%)
38 (100,0%)
00 (00,0%)

27 (71,1%)
11 (28,9%)
38 (100,0%)
00 (00,0%)

14 (36,8%)
24 (63,2%)
29 (76,3%)
09 (23,7%)

21 (55,2%)
17 (44,8%)
31 (81,6%)
07 (18,4%)

08 (21,6%)
29 (78,4%)
30 (81,1%)
07 (18,9%)

15 (39,4%)
23 (60,6%)
35(92,1%)
03 (07,9%)

20 (58,8%)
14 (41,2%)
28 (82,4%)
06 (17,6%)

21 (55,2%)
17 (44,8%)
37 (97,3%)
01 (02,7%)

2,76
(0,94-2,08)

2,76
(0,94-2,08)

0,73
(0,11-4,80)
1462,6
(0,000007-
318750765790

=)

0,51
(0,08-3,25)
610,7
(8,33 E-
44797431024
030,2)

2,21
(0,32-15,38)
1,06
(0,21-5,23)

0,58
(0,09-3,50)
0,16
(0,002-10,11)

1,60
(0,46-5,49)
6,57
(0,25-168,3)

1,28
(0,18-8,77)
0,25
(0,005-13,00)

0,75

0,45

0,48

0,61

0,41

0,93

0,55

0,38

0,45

0,25

0,79

0,49
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Dominante G/G 10 (52,7%) 18 (48,7%) 466,5
MTHFR G/T-T/T 09 (47,3%) 19 (51,3%) (0,000002- o
rs4846049 144394430148 °°
,0)
Recessivo G/G-G/T 18 (94,8%) 33 (89,2%) 1,43E7 (5,97 0.7
T/T 01 (05,2%) 04(10.8%) E*340E") ™

Tabela 26. Hapldtipos para os polimorfismos MTHFR C677T, MTHFR A1298C,
MTHFR T1317C, MTHFR rs4846048 ¢ MTHFR rs4846049 nos individuos com SD
com cardiopatia congénita, independente da cardiopatia (caso), e de individuos com SD

sem cardiopatia congénita (controle).

Haplotipos MTHFR Caso Controle X* P
Co677T / A1298C / T1317C / rs4846048/ rs4846049
T/A/T/A/G 0,315 0,440 1,71 0,19
C/A/T/A/G 0,302 0,156 2,82 0,09
C/C/T/A/T 0,141 0,115 0,14 0,70
C/C/T/G/T 0,081 0,067 0,06 0,79
C/A/T/G/IG 0,058 0,109 095 0,32
C/A/C/G/T 0,081 0,053 0,30 0,58
C/C/T/A/G 0,014 0,026 0,23 0,62
T/C/T/G/T 0,008 0,029 0,69 0,40

Tabela 27. Haplotipos para os polimorfismos 7C2 A67G e TC2 C776G nos individuos
com SD com cardiopatia congénita, independente da cardiopatia (caso), e de individuos

com SD sem cardiopatia congénita (controle).

Haplotipos TC2 Caso Controle X2 Valor de P
A67G / C776G
A/C 0,605 0,524 0,70 0,40
A/G 0,277 0,351 0,68 0,40
G/C 0,066 0,051 0,10 0,74

G/G 0,052 0,074 0,22 0,63
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4. DISCUSSAO
Sabe-se que os individuos com SD apresentam alta prevaléncia de DCC, que

@L102103) o o

resultam no aumento de mortalidade nos primeiros anos de vida
avaliagdo cardiaca logo apds o nascimento ¢ de grande importancia. Neste estudo, a
maioria das criangas foi diagnosticada precocemente com malformagdes cardiacas,
indicando uma avaliagdo cardiaca adequada e precoce. O exame de ecocardiograma,
ferramenta indispensavel de avaliacdo ndo invasiva nos individuos com DCC!"®, &
realizado de rotina para os individuos com SD do ambulatorio do Hospital de Base de
Sao José do Rio Preto, assim aqueles que passaram pelo Servigo de Cardiologia do HB,
realizaram o exame.

Apo0s a avaliagdo cardiaca, 57,5% dos individuos com SD foram diagnosticados
com DCC isolado ou associado. Este resultado estd de acordo com a literatura, que
mostra alta prevaléncia de cardiopatias congénitas em individuos com SD@#+199 A
alta prevaléncia de CIA e a baixa prevaléncia de tetralogia de Fallot encontradas nos
pacientes do presente estudo também sdo caracteristicas observadas em outros estudos
nos individuos com SD?"**!%) No nosso estudo observamos maior prevaléncia de
DCC isolado, os quais apresentaram as seguintes frequéncias: CIA (42,3%), DSAV
(23,1%), CIV (15,4%), PDA (13,5%), pentalogia de fallot (3,8%) e tetralogia de fallot
(1,9%). Esses dados corroboram com outros estudos que também avaliaram DCC em
individuos com SD e observaram as seguintes frequéncias CIA (24-36%), DSAV (19-
36%), CIV (14-27%), PDA (5-7%) e tetralogia de fallot (7%)?"*%1%%,

No grupo de DCC associado, observamos as seguintes frequéncias CIA + PDA
e DSAV + PDA (28,5%), CIA + CIV (14,8%), DSAV + tetralogia de fallot e CIA +

CIV + PDA (7,1%) e CIA + estenose da artéria pulmonar, DSAV + estenose da artéria

pulmonar, DSAV + tetralogia de fallot + PDA e CIV + PDA (3,5%). Estas frequéncias
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também corroboraram com os dados observados em outro estudo CIA + CIV + PDA
(15%), CIA + CIV (14%), CIV + PDA (8%) e CIA + PDA (7%)??.

A andlise da associacdo entre os polimorfismos localizados na regido UTR 3"do
gene MTHFR (A—G 154846048 e G—T rs4846049), avaliados em individuos com SD
e suas maes, ndo mostrou associagdo com o risco para DCC. Também nio foi observada
associacdo entre DCC e os outros 14 polimorfismos envolvidos na via do folato
(MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTHFR T1371C, MTR A2756G, SLC1941 A80G,
MTRR A66G, TC2 C776G, TC2 A67G, CfS 844ins68, CfsS T833C, BHMT GT42A,
MTHFDI G1958A, DHFR del 19 pb, SHMT C1420T) avaliados apenas nos individuos
com SD.

Virios estudos que avaliam polimorfismos genéticos da via metabodlica do folato
em individuos sem sindrome genética e/ou em suas maes tém mostrado associagdo
destas variantes com a presenga de cardiopatia congénita (Tabelas 28, 29). Por outro
lado, outros estudos ndo encontraram associag@o entre genodtipos polimoérficos maternos
da via do folato e o risco para DCC na prole ndo sindromica®**'1%1%) Também ha
estudos em criangas sem sindrome genética que ndo observaram associagdo entre
polimorfismos da via do folato ¢ o risco para DCC®7*""  Al¢m disso, um efeito
protetor para DCC foi observado para o alelo MTHFR1298C em individuos sem

sindrome genética nos estudo de Hobbs et al. (2006)(3 2,
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A escassez de estudos caso-controle que avaliam a influéncia de polimorfismos
genéticos da via metabodlica do folato no risco para DCC na SD dificulta uma andlise
mais critica dos resultados. Dentre os estudos existentes, os resultados também sio
divergentes; ¢ possivel que as discrepancias observadas possam estar associadas a
fatores geograficos e nutricionais de cada regido, além de caracteristicas genéticas da
populacdo. Predisposi¢do para doencas e frequéncias alélicas sdo varidveis entre as
populagdes como um resultado de deriva genética e adaptagdo a fatores seletivos
locais"'”.

Corroborando com os nossos resultados, um estudo realizado na populacio
croata também ndo observou associacdo entre DCC e a presenga dos polimorfismos
MTHFR C677T e A1298C em individuos com SD e nas suas mies*". Por outro lado,

)™ mostrou um risco aumentado

estudo realizado no Brasil por Brandalize et al. (2009
de 2,07 vezes de DCC na prole com SD para maes portadoras do alelo T do
polimorfismo MTHFR C677T. Além disso, naquelas que ndo utilizaram é4cido félico no
periodo pré-concepcional, o risco de prole com DCC foi ainda maior (probabilidade
maior que 2,26 vezes).

Outro estudo realizado nos Estados Unidos mostrou que individuos com SD com
DSAV apresentaram um aumento significativo na propor¢cdo de alelos polimorficos
compartilhados do gene SLC79A41 em relagdo ao esperado; neste estudo foram avaliados
varios polimorfismos deste gene. Além disso, esses autores observaram que as maes
desses individuos com SD e DSAV apresentam maior probabilidade de transmitir o
alelo A do polimorfismo MTHFR A1298C aos seus filhos do que aquelas maes de
individuos com SD sem cardiopatia e sugerem que as alteracdes da via do folato pode

contribuir para a incidéncia de DSAV nos individuos com SD7%.
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Embora nossos resultados ndo confirmem a associa¢do entre altera¢des no
metabolismo do folato e desenvolvimento de DCC, a casuistica reduzida foi uma das
limitagdes do presente estudo, uma vez que estudos de associagdo requerem
amostragem mais ampla. De fato, o célculo do poder estatistico do presente estudo foi
de 65% e, por isso € possivel que estudos adicionais com casuisticas maiores possam
esclarecer melhor a influéncia desses polimorfismos no risco para DCC.

Outra limitagdo ¢ que ndo foi realizada no presente estudo a dosagem de
metabolitos da via folato como, por exemplo, a Hey. E sabidamente conhecido que a
hiperhomocisteinemia ¢ um fator de risco independente para doengas

. 118,119
cardiovasculares" ',

Além disso, a hiperhomocisteinemia no periodo
periconcepcional aumenta em 3 a 4 vezes o risco de DCC na prole"*”. Concentracdes
elevadas de Hcy leva ao acimulo de SAH"?Y ¢ 0 aumento deste substrato, SAH, resulta
na inibicdo das metiltransferases celulares, que durante a organogénese pode alterar a

(122,123)

expressdo génica, diferenciagdo celular e apoptose , contribuindo assim para o

desenvolvimento de DCC"??.

A influéncia do metabolismo anormal do folato no desenvolvimento de DCC
também ¢ observada em estudos com biomarcadores de metilacdo. Concentracdes
elevadas de Hcy total, de SAH e menor razio SAM:SAH, um indicador de
hipometilacdo, foram significantemente associadas com um risco aumentado de ter uma

. , A - - . A . 124
crianca com doenga cardiaca congénita ndo sindromica''*?

e, mais especificamente,
com doenca cardiaca congénita e SD"*. Elevadas concentracdes de biomarcadores de
hipometilacdo (SAH elevada e baixa razdo de SAM:SAH) também foram observadas

em criangas com doenga cardiaca congénita e SD no estudo de Obermann et al.

(2011)"?®. Assim, considerando que o embridio tenha sido exposto ao estado de
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hipometilacdo global materna, o estado de hipometilagdo global nas criangas pode ser
explicado por hereditariedade e adaptagdes intrauterinas com consequéncias para
desenvolvimento cardiaco'?”.

No presente estudo também foi analisado o polimorfismo rs2292832 (C—T) do
hsa-mir-149 e nossos resultados mostraram um menor risco de DCC para os individuos
com SD na presenca dos genotipos maternos hsa-mir-149 rs2292832 CT/TT. O
polimorfismo hsa-mir-149 1s2292832 estd localizado no pré-miRNA 149, portanto,
pode interferir na biogé€nese, processamento e expressdo do micro-RNA maduro e,
consequentemente, alterar a agdo desse miRNA em genes alvos!!2*!%%139),

O papel dos miRNAs na modula¢do do metabolismo do folato (ou do carbonol)
ndo estd totalmente esclarecido'"*". Estudos sugerem que o folato influencia a expressdo
de miRNAs, uma vez que células linfoblastdides humanas cultivadas sob condi¢des de
deficiéncia de folato apresentam mudangas significativas na expressdo de 24
miRNAs"*?. Usando métodos de predicio computacional de genes-alvo de miRNAs e
analises estatisticas basecadas em Monte-Carlo(m), foram identificados dois miRNAs
candidatos a principais reguladores (miR-22 e miR-125) e dois miRNAs candidatos a
principais co-reguladores (miR-344-5p/484 ¢ miR-488) de um numero significante de
genes envolvidos no metabolismo do carbono 1, com potencial influéncia na expressio
génica. Além disso, foram identificados 15 SNPs localizados em sitios alvo preditos de
miRNAs em genes envolvidos no metabolismo do carbono 1 e associa¢des significantes
entre dois SNPs e vérios metabélitos envolvidos nessa via foram descritas'?".

E sabido que o hsa-mir-149 controla a expressdo do gene MTHFR envolvido no

metabolismo do folato®'*?; assim ¢ possivel que o polimorfismo rs2292832 na regido
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precursora do hsa-mir-149 possa alterar sua biogénese e interferir de forma direta e/ou
indireta no metabolismo do folato, com consequéncias para o desenvolvimento de DCC.

Pelo nosso conhecimento, estudos que avaliam o polimorfismo hsa-mir-149
rs2292832 na SD sdo ausentes e hd apenas um estudo, realizado na populag@o chinesa,
que avalia o papel desse polimorfismo no risco para DCC em individuos ndo
sindromicos.  Neste estudo, os autores avaliaram 1324 individuos com DCC
esporadicos e 1783 individuos sem a patologia e ndo observaram associagdo entre o
polimorfismo hsa-mir-149 rs2292832 e cardiopatia congénita’*¥). Nesse estudo foram
avaliados também outros trés polimorfismos em pré-miRNA (hsa-mir-146a rs2910164,
hsa-mir-196a2 rs11614913, hsa-mir-499 rs3746444) e os autores mostraram que
individuos com o genotipo CC hsa-mir-196a2 rs11614913 apresentam um risco
aumentado de 1,48 vezes para DCC comparado aqueles com gen6tipos CT ou TT. Além
disso, este gendtipo foi associado com a expressdo elevada do miR-196a maduro em
amostras de tecidos cardiacos obtidas de cirurgia de individuos com DCC.

A maioria dos estudos que analisa o impacto do polimorfismo hsa-mir-149
1s2292832 ¢ realizado em canceres e outras patologias>>**"*”) O estudo de Hu et al.
(2008)"* avaliou o hsa-mir-149 rs2292832 , além de outros trés polimorfismos (hsa-
mir-146a rs2910164, hsa-mir-196a2 rs11614913, hsa-mir-499 rs3746444) em pré-
miRNAs e mostrou que os individuos com cancer de pulmao com gendtipo TT hsa-mir-
149 152292832 e com gendtipo CC hsa-mir-196a2 rs11614913 apresentam um pior
prognoéstico € uma menor sobrevida. Ainda sugerem que o genotipo CC rs11614913
possa estar associado a uma elevada expressdo do hsa-mir-196a2 maduro. Também
observaram que o polimorfismo hsa-mir-196a2 rs11614913 pode interferir na ligagao

do hsa-mir196a2-3p maduro no RNA alvo, podendo ser utilizado como biomarcador no
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progndstico para cancer de pulmao. Outro estudo em cancer de pulmio que também
avaliou os mesmos polimorfismos em pré-miRNAs associou os genotipos CC/CT hsa-
mir-149 rs2292832 e TT/CT hsa-mir-196a2 rs11614913 a um progndstico favoravel e
maior sobrevida quando comparados com os gendtipos TT 1s2292832¢ CC
rs11614913%%).

O polimorfismo hsa-mir-149 rs2292832 (gendtipo TT e o alelo T), além de
outros trés em pré-miRNA (hsa-mir-146a rs2910164, hsa-mir-196a2 rs11614913, hsa-
mir-499 rs3746444), foram associados com reducdo do risco para a asma na populagdo
chinesa *?).

Devido a escassez de estudos com individuos com SD e os polimorfismos

analisados no risco para cardiopatias congénitas, novos estudos incluindo um maior

numero de participantes devem ser realizados.
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5. CONCLUSOES

1. A presenca dos polimorfismos MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTHFR T1371C,
MTR A2756G, SLC19A41 A80G, MTRR A66G, TC2 C776G, TC2 A67G, CfS 844ins68,
CBS T833C, BHMT G742A, MTHFDI G1958A, DHFR del 19 pb, SHMT C1420T,
MTHFR 154846049, MTHFR 1s4846048 e hsa-mir-149 rs2292832, na populacdo de
individuos com SD avaliada, ndo esta associada com a ocorréncia de DCC nesses
individuos. Assim, novos estudos, incluindo um maior nimero de participantes, devem
ser realizados para melhor compreensdo do impacto destes polimorfismos na ocorréncia

de DCC nos individuos com a SD.

2. Os genotipos maternos hsa-mir-149 rs2292832 CT ou TT estdo associados ao risco
reduzido para cardiopatia isolada na prole com SD na populacdo estudada, evidenciando

um papel do metabolismo do folato na ocorréncia de DCC.
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FAMERP — FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO
AUTARQUIA ESTADUAL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Obrigatoério para Pesquisas Cientificas em Seres Humanos — Resolu¢do n.® 466/12 — CNS)

I. Dados de identificag¢do do sujeito da pesquisa e responsavel legal:
=  Grupo: Caso () Controle ( )
= Cddigo:
=  Prontudrio:
= Nome do sujeito da pesquisa:
= Data de nascimento: Sexo:
= Nome do responsavel legal:
= Grau de parentesco:
=  Endereco:
Bairro: Cidade:
CEP: Telefone:
= Cardiopatia Congénita? ( )Sim  ( )Nado Tipo:

* Faz acompanhamento pela Cardiologia do hospital? (  )Sim ( ) Nao

I1. Dados sobre a pesquisa cientifica/pesquisador:

=  Titulo do Projeto: Impacto de polimorfismos do gene MTHFR e do microRNA hsa- miR-149 no
risco para cardiopatias congénitas em individuos com sindrome de Down

= Pesquisador Responsavel: Erika Cristina Pavarino

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

= Cargo/Fung@o: Professor Adjunto

= Instituicdo: Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto - FAMERP

=  Endereco: Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416
Bairro: Vila Sdo Pedro

CEP: 15090-000 Fone: (17)3201-5904

II1. Avaliacio do risco da pesquisa:
( X)) risco minimo () risco médio () risco maior
Consequéncia imediata do estudo: Risco da coleta de sangue que inclui vermelhidao local transitdria, e

raramente a formag¢ao de pequenos hematomas e inflamagao local.

IV. Esclarecimentos sobre a pesquisa cientifica:
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= Objetivo da pesquisa: Avaliar a associagdo entre os polimorfismos genéticos MTHFR rs4846049, MTHFR
1s4846048 e hsa-miR-149 rs2292832 e a presenca de defeitos cardiacos congénitos em individuos com sindrome de
Down e investigar o impacto desses polimorfismos na expressdo do RNAm e da proteina do gene MTHFR.

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

= Desconfortos e riscos esperados: O risco da coleta inclui vermelhiddo local transitoria, e raramente a
formagao de pequenos hematomas e inflamagao local.

= Beneficios que poderio ser obtidos: Este estudo ¢ importante, pois contribuira para o conhecimento dos
fatores de risco para cardiopatias congénitas em individuos com sindrome de Down.

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

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

. O sujeito da pesquisa/responséavel legal estd livre para, a qualquer momento, deixar de participar da
pesquisa e ndo precisa apresentar justificativas para isso.

= O sujeito da pesquisa/responsavel legal autoriza o armazenamento do material coletado e serd contatado(a)
para conceder ou nio a autorizagdo para o uso deste material em futuros projetos.

. O sujeito da pesquisa/responsavel legal que concordar em participar desta pesquisa e com a retirada e uso
do material, do modo descrito acima, ndo terda quaisquer beneficios ou direitos financeiros sobre os eventuais
resultados decorrentes desta pesquisa e também ndo tera qualquer tipo de despesa para participar do estudo.

. Caso necessario, o sujeito da pesquisa sera convocado para uma nova coleta de sangue periférico para

avaliacdo da expressdo do RNAm e da proteina do gene MTHFR.

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

qualquer tipo de presséo.

Sdo José do Rio Preto, de ,

Responsavel legal Erika Cristina Pavarino

Pesquisadora Responsavel

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

outra com o pesquisador responsavel pelo projeto.

Responsavel pela coleta
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FAMERP — FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO
AUTARQUIA ESTADUAL
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Obrigatorio para Pesquisas Cientifica em Seres Humanos — Resolucéiio n.° 466/12 — CNS)

I . Dados de Identificacio do sujeito da pesquisa
Nome:

Documento de identidade n.°:

o

Enderego: n.°:

Bairro: Cidade:

apto:

CEP: Telefone para contato:

II . Dados sobre a pesquisa cientifica/pesquisador:

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

Pesquisadora responsavel: Prof* Dr* Erika Cristina Pavarino

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

Cargo/Funcio: Professor Adjunto

Instituicido: Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto

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

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

II1. Avaliacio do Risco da Pesquisa
( x) risco minimo () risco médio () risco maior

Consequéncia imediata do estudo: Risco da coleta de sangue que inclui vermelhidao local transitéria, e

raramente a formagdo de pequenos hematomas e inflamag&o local.

IV. Esclarecimentos sobre a pesquisa cientifica:

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

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

*Desconfortos e riscos esperados: O risco da coleta inclui vermelhiddo local transitdria, ¢ raramente a
formacdo de pequenos hematomas e inflamagao local.

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

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

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

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

*O sujeito da pesquisa legal autoriza o armazenamento do material coletado e sera contatado (a) para
conceder ou ndo a autorizagdo para o uso deste material em futuros projetos.
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*O sujeito que concordar em participar desta pesquisa e com a retirada e uso do material, do modo
descrito acima, ndo tera quaisquer beneficios ou direitos financeiros sobre os eventuais resultados
decorrentes desta pesquisa ¢ também ndo tera qualquer tipo de despesa para participar do estudo.

V. Consentimento pos-esclarecimento:

Declaro que, apos ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador, consinto em participar na
amostragem do projeto de pesquisa em questdo, por livre vontade sem que tenha sido submetido a
qualquer tipo de pressao.

S3do José do Rio Preto, de s

Sujeito de Pesquisa Erika Cristina Pavarino
Pesquisadora Responsavel

Nota: este termo foi elaborado em duas vias, ficando uma via em poder do paciente ou seu representante
legal e outra com 0 pesquisador responsavel pelo projeto.
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Comité de Fica em
Pesquisa em Seres Humanos

CEP/FAMERP

Parecer n.° 529.830

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O projeto de pesquisa CAAE 25712013.0.0000.5415 sob a
responsabilidade de ,.érika Cristina Pavarino com o ftitulo "Impacto de
polimorfismos do g;ne MTHFR e do microRNA hsa-miR=149 no risco para
cardiopatias congénitas em individuos com sindrome de Down" estd de
acordo com a resolugdo do CNS 466/12 e foi aprovado por esse CEP.

Lembramos ao senhor(a) pesquisador(a) que, no éumprlmen‘ro.da
Resolugdo 251/97, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP)
devera receber‘ relatérios semestrais sobre o andamento do Estudo, bem
como a qualquer tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevincia,
além do envio dos relatos de eventos adversos, com certeza para
conhecimento deste Comité. Salientamos ainda, a necessidade de
relatério completo ao final do Estudo.

Sdo José do Rio Preto, 14 de fevereiro de 2014,

&L%W CALO ’UL:V\LEISJ’
Prof. Dr. Lugiano Garcia Lourengdio
Vice-Presidente do CEP/FAMERP

17 3201 5813

cepfamerp@famerp br

Av Brigadeiro Faria Lima 5416 | Vila Sdo Pedro
15090-000 | Sao José do Rio Pretg SP
www.famerp br/cep
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MINISTERIO DA SAUCE
' Conselho Neclonal de Saude
Comissbo Naclonal de I nca em Pesquisa - CONEP

PARECER N°2400/2004
.‘Hcgmro CONEP: 10618 (Este n* deve ser citudo nas corresponconcias relerentes a este prujeto)

]iRogmro CEP: 3340/04 Processo n® 25000.106488/2004-41
‘Projeto de Pesquisa: "Avaliagdo genético clinica e molecular em Sindrome de
1Down. ”

'Pesquisador Responsével: Dra. Erika Cristina Pavarno Bertelfi

;lnsmuiqio: Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto - FAMERP

'Arena Temétics Especlal: Genética Humana

*Ao se proceder a andlise das respostas ao parecer CONEP n® 2001/2004, relativo a0
projeto em questao, considerou-se que:

1) tendo em vista a afirmagdo da pesquisadora responsavel que uera
gstabelacido um banco ge matenal bioldgico, solicita-4e que sea feto um
banco de dados junto ao CEP da insttuigdo, informando: querm sora 0
responsavel pelo banco, condigbes de armazenamento, sequranca do basicu,
como serd o acesso pelos pesguisadores a esse banco, de que fonma seré
garantida a confidencialidade dos individuos que doarem o malterial para a
formagao desse bhanco,

2) as informagdes enviadas atendem aos aspectos fundamentais da Res. NS
186/96 sobre diretrizes @ normas regulamentadoras de pesquisas snvolvendao
seres humanos;

3) o projetc foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquise - CEP da instituigao

| supracitada.

'Diente do exposto, a Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, de
' acordo com as atribuigbes definidas na Resolugdo CNS 196/96, manifesta-se
pela aprovagdo do projeto de pesquisa proposto com a recomendacao 1. acima
cltada, devendo esta ser acompanhada pelo CEP, para posterior inicio da
pesquisa,

Situaglo: Projeto aprovado com recomendagao

Brasilia 29 de Novembro de 2004

A"ff /’J‘ L ST & Mv R

-

‘/WOLUAM SAAD HOSGNE
Coordenader de CONEP/CNS/MS



