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RESUMO



A trissomia do cromossomo 21, mais conhecida como sindrome de Down,
geralmente resulta da falta de disjungdao cromossdmica durante a meiose. A
origem da ndo disjungdo vem sendo estudada através do uso de
heteromorfismos citogenéticos e pelo estudo dos polimorfismos de DNA.
Pequenas seqiiéncias repetitivas foram descritas como uma classe abundante
de polimorfismos de DNA no genoma humano as quais podem ser tipadas
através da técnica de reagdo de polimerase em cadeia (PCR). A andlise
destes polimorfismos prové um conhecimento maior sobre a origem € o
estagio meidtico da ndo disjun¢do. Neste trabalho foram utilizados os
marcadores D21S13E, D21S16 e D21S120, localizados na regido
pericentromérica do cromossomo 21, além do HMG14-GT2, localizado na
regido 21q22.3, para estudar a origem e o estagio meiotico da nao disjuncao
do cromossomo 21 extra em 32 familias com um filho portador de sindrome
de Down. Entre estas, 7 familias (22%) foram informativas, mostrando que a
ndo disjun¢do ocorreu na meiose I, e 3 casos foram de origem materna,
comprovados através do estudo do sistema HMGI14-GT2. Para os outros
sistemas moleculares estudados no presente trabalho, nenhuma familia se

mostrou informativa.



ABSTRACT

Down syndrome is usually due to meiotic nondisjunction leading to trisomy
21.The origin of nondisjunction in trisomy 21 has so far been studied using
cytogenetic heteromorphisms and DNA polymorphisms. Short sequence
repeats have recently been described as an abundant class of DNA
polymorphisms in the human genome, which can be typed using the
Polymerase Chain Reaction (PCR) amplification. Analysis of these
polymorphisms may provide a more accurate understanding of the meiotic
stage of nondisjunction in trisomy 21 than that previously provided by
chromosomal heteromorphisms. The following DNA polymorphisms located
in pericentromeric region of human chromosome 21. Were typed D21S13E,
D21S16 and D21S120. The other polymorphism studied was HMG14-GT2
which map to the terminal band 21q22.3. In the present stud such markers
were used in order to the determine the parental origin and the meiotic stage
of the additional chromosome 21 in 32 cases of Down syndromy. Seven
families were informative showing that nondisjunction ocurred in meiosis |
and three were from maternal origin using HMG14-GT2 polymorphism. In

the other molecular systems the families are not informatives.
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INTRODUCAO

A trissomia ¢ o tipo mais freqliente de anormalidade
cromossOmica encontrada na espécie humana, sendo descrita pela
primeira vez por Lejeune, Gautier € Turpin (1959) em um grupo de
pacientes com sindrome de Down, caracterizada em 1866 por John
Langdom Down. Desde entdo, essa anomalia cromossdmica tem
sido reconhecida como uma das principais causas de deficiéncia
mental severa, anomalias congénitas, mortalidade infantil e
perinatal e abortos espontaneos nos paises desenvolvidos.

Hassold e Jacobs (1984) encontraram uma freqiiéncia de 0,5% de
individuos trissomicos em um grupo de recém-nascidos ¢ 24% em
abortos espontianeos. Este mesmo estudo também revelou que na
populagdo geral, pelo menos 4% das gestacdes reconhecidas
clinicamente apresentam algum tipo de trissomia. Jamieson et al
(1992) encontraram uma freqiiéncia ainda maior (9,6%) de
embrides preimplantados em pacientes estéreis que foram
submetidas a tratamento de fertilizagao in vitro.

As demais espécies de mamiferos em que a trissomia foi estudada
apresentaram uma incidéncia muito menor do que aquela observada
na espécie humana. Embrides preimplantados em diferentes
espécies mostraram uma freqiiéncia menor que 1%, por exemplo,
em rato (Vickers, 1969 ; Donahue, 1972 ; Kaufman, 1973), Hamster
chinés (Mikamo e kamiguchi, 1983) e carneiro (Murray et al, 1986
). Dentre os invertebrados, estudos feitos em algumas espécies de
Drosophila e cigarras selvagens nao revelaram individuos

virtualmente trissOmicos.



Parker encontrou em Drosophila a freqiiéncia de zigotos com
trissomia menor que 0,005% (Parker et al,1974).

A trissomia geralmente resulta da ndo disjuncdo cromossdmica
durante a meiose e esta pode ser tanto de origem paterna quanto
materna.

O termo nao disjun¢do foi aplicado pela primeira vez por Bridges
(1913) ao observar em Drosophila erro na primeira divisdao meiotica
envolvendo uma segregacdao anormal do cromossomo X. Ele notou
que uma fémea de olhos brancos quando cruzada com macho de
olhos vermelhos excepcionalmente produzia descendentes
fenotipicamente iguais aos seus pais (cerca de 1 para 2000 moscas)
ao inveés de fémeas com olhos vermelhos e machos com olhos
brancos normalmente esperados de tal cruzamento.

Cerca de 95% dos casos em que ocorre a trissomia do cromossomo
21 na espécie humana ¢ devido a nao disjungdo por trissomia livre,
3 % por mosaicismo e 2 % por translocacdo (De Grouchy, 1970;
Juberg e Jones, 1970).

De Grouchy (1970) e Juberg e Jones (1970) foram os primeiros a
utilizar a andlise de heteromorfismos cromossomicos no estudo da
origem parental do cromossomo extra em portadores da trissomia
do 21. Desde entdo, mais de 1000 familias ja foram estudadas
através desta técnica a fim de compreender o mecanismo de
segregacdo do cromossomo 21 (Juberg e Mowrey,1983; Hassold e
Jacobs, 1984; Bricarelli ef al.,1989).

Hassold e Jacobs (1984) estudaram um total de 647 familias e

determinaram a origem parental do cromossomo 21 extra em 391



casos, dos quais 315 (80,6%) foram de origem materna e 76
(19,4%) foram de origem paterna.

Através do estudo de heteromorfismos citogenéticos também
pode se determinar o estagio meidtico da nao disjuncao. Os dados
sumarizados por Hassold e Jacobs (1984) e Dagna Bricarelli e
colaboradores (1989) mostraram que, de 433 casos em que houve
erros meidticos maternos, 373 (86,1%) foram na meiose I e 60
(13,9%) foram na meiose Il e, dos 127 casos em que houve erros
meioticos paternos, 92 (72,4%) foram na meiose I e 35 (27,6%)
foram na meiose II.

Podemos concluir destes estudos citogenéticos que a maioria dos
casos de trissomia do 21 resultam da ndo disjuncdo na meiose |
materna, mas que erros na meiose II materna e meiose I e II paterna
podem ocorrer € juntos correspondem aproximadamente a um tergo
do total de casos (Stewart ef al, 1988).

Entretanto, estes estudos ndo foram suficientes para responder
algumas questdes concernentes a origem da trissomia do 21. Uma
delas € o enigma da idade materna. A associacdo entre o aumento
da idade materna e ocorréncia da trissomia do 21 tem sido
reconhecida por mais de 60 anos (Penrose, 1933).

A hipotese formulada para explicar o efeito da idade materna ¢
conhecida como o “modelo do envelhecimento do 6vulo”. Segundo
esta hipdtese, oocitos com numero irregular de cromossomos 21
tendem a aumentar com a idade materna. Entretanto, os resultados
citogenéticos indicam que aproximadamente entre 70 ¢ 80% dos
eventos nao disjuncionais envolvendo o cromossomo 21 ocorrem na

meiose [ independente da idade materna. Ao contrario disto, o



“modelo do envelhecimento do 6vulo” prediz que os erros na
meiose | materna deveriam aumentar proporcionalmente com a
idade materna (Stewart ef al, 1988).

Esta contradi¢ao, pelo menos em parte, favoreceu a formulacdo de
uma segunda hipdtese que passou a ser conhecida como “hipdtese
do relaxamento da sele¢do”, a qual sugere que a relagdo entre o
aumento da idade materna e a freqiiéncia da sindrome de Down
talvez resulte de uma incapacidade que as maes mais velhas
apresentam para rejeitar embrides trissomicos (Ayme e Lippman-
Hand, 1982; Stein ef al, 1986).

Para apoiar experimentalmente esta hipotese, Vekemans e Trasler
(1985) realizaram o cruzamento entre linhagens distintas de ratos
que produziam fetos com trissomia do cromossomo 19. Através de
técnicas citogenéticas foram estabelecidos os complementos
cromossomicos dos fetos. Os fetos foram obtidos do cruzamento
entre machos hibridos (W/+ H/+) das linhagens T (5:19) IWH e T
(9:19) 163 H com fémeas das linhagens C57BL / 6J, SWV, DBA /
2J e C3H / Hej. A diferenca na freqiiéncia de embrides trissomicos
para cada genotipo materno (7,3%, 8,8%, 20% e 28%
respectivamente) foi altamente significante (X2 =16,94, g. 1.=3,
p=0,0007).

Considerando que a incidéncia na concepc¢do € constante, estes
dados sugerem que a extensao da selecdo in Utero contra embrides
trissomicos ¢ determinada geneticamente. Para saber se houve
participacdo do gendtipo materno ou fetal foram realizados
cruzamentos reciprocos (fémeas W/+ H/+ com machos C57BL / 6J,

SWV, DBA / 2J e C3H / Hej). Os resultados nido revelaram



diferenca significante (X°=0,87, g.1.=3, p=0,83) na frequéncia de
embrides trissomicos. Neste caso, a incidéncia na concepgdo € o
genotipo materno permaneceram constantes.

Estes dados sugerem, portanto, que a taxa de sobrevivéncia de
embrides trissdmicos € controlada pelo gendtipo materno. Biddle e
colaboradores (1986) também observaram em murinos que o
genOtipo materno pode afetar a sobrevivéncia de embrides
trissomicos no utero.

Entretanto, estas observagdes a favor de um relaxamento da
selecdo em humanos nao sao muito convincentes. Hook nao
encontrou uma correlacdo entre translocacdes nao balanceadas e
idade materna como previa o modelo do relaxamento da selecao
(Hook, 1983). Além do mais, este modelo esta inteiramente ligado
as técnicas de andlise citogenética. Stewart (1988) apresenta trés
grandes limitagdes para esta técnica: os heteromorfismos da regido
cromossOmica 21p estdo somente sobre um lado do centromero de
modo que possiveis recombinacdes entre o centrOmero € OS
marcadores da regido 21p nao podem ser detectadas e por isso fica
frustrada a tentativa de determinar o estagio meidtico em que
ocorreu a ndo disjuncao; os heteromorfismos citogenéticos nao sao
informativos na maioria dos casos, e, finalmente, a analise ¢
baseada numa avaliagdo subjetiva do tamanho e coloragdo das
bandas cromossdmicas levando a uma tendenciosidade por parte de
quem observa ou a um erro experimental.

Carothers (1987) demonstrou que as determinagdes de origem

parental por métodos citogenéticos apresentam uma taxa de erro em



torno de 8% e que este nimero ja € suficiente para reconciliar estas
observagdes com o modelo do envelhecimento do 6vulo.

Portanto, o apelo intuitivo da hipdtese que diz que o aumento da
idade materna estd associado com o aumento da ndo disjun¢do e nao
com o decréscimo da selecdo permanece viavel. Um estudo
definitivo para resolver esta questdo requer uma metodologia que
verifique de forma confidvel a origem parental da trissomia em um
nimero maior de familias com portadores da sindrome de Down

A outra questdo bastante discutida ¢ se existe correlagdo entre a
freqiiéncia de recombinagdo e a nao disjun¢do do cromossomo 21.
Partindo-se da premissa de que os bivalentes permanecem unidos
durante a meiose I em pontos denominados quiasmas, uma reducao
neste nimero de quiasmas predispoe a formag¢do de univalentes e,
conseqiientemente, a nao disjuncdo. Em ratos, esta tem sido
considerada a base para relacionar o aumento da idade com a nao
disjuncdo. Hendersen e Edwards (1968) observaram o declinio da
freqiiéncia de quiasmas e o aumento da incidéncia de univalentes
em od6citos envelhecidos e sugeriram que a trissomia dependente da
idade resulta da segregacao aleatoria de univalentes.

Considerando que a formacdo de quiasmas ocorre em fémeas
quando estas ainda estdo se desenvolvendo no Utero materno, estes
investigadores elaboraram um modelo que denominaram “modelo
de produgdo em linha”, no qual a freqiiéncia de quiasmas decresce
em odcitos formados tardiamente em seu desenvolvimento, sendo
liberados do ovario na mesma ordem com que entraram em meiose.

Posteriormente, muitos estudos confirmaram a relacao entre o

aumento da idade em ratas com a diminuicdo de quiasmas e



aumento de univalentes. Jagiello e Fang (1979) relataram uma
freqiiéncia menor de quiasmas em oocitos de rato no 18°dia
gestacional do que em odcitos que estavam no 16°dia.

Em seres humanos, com base em dados de abortos espontaneos,
Hassold sugeriu que o efeito entre idade materna e trissomias
autossomicas pode refletir a variacdo na freqiiéncia de quiasmas
entre cromossomos. Se a ndo disjun¢ao relacionada a idade materna
resulta da perda de quiasmas com o aumento da idade , o efeito
deve ser ainda mais pronunciado entre cromossomos pequenos, ou
seja, aqueles que apresentam um nUmero menor de quiasmas
(Hassold ef al, 1980). Laurie e Hulten (1985) observaram que existe
uma correlacdo inversa entre o nimero estimado de quiasmas para
um cromossomo particular, € a média da idade materna em casos de
trissomia que envolva tal cromossomo.

Entretanto, Baker (1972) questionou a validade do modelo
“producao em linha” aplicado ao rato devido ao curto tempo que €
requerido para a profase meiotica nesta espécie (Crone ef al, 1965)
e também devido a sincronia que existe no desenvolvimento de
odcitos fetais (Boruum, 1961; Bakken e McLanahan, 1978; Speed,
1982).

Speed e Chandley (1983) estudaram preparacdes metafasicas de
odcitos em duas linhagens de fetos de ratas durante o periodo que
variou do 15° ao 19° dias da gestagdo através da técnica de
espalhamento de superficie (Speed, 1982). Eles ndo foram capazes
de confirmar as observacdes feitas por Jagiello e Fang (1979) a
favor do modelo “produ¢do em linha”. Os resultados mostraram a

formagdo de univalentes entre o 16° e 18° dias do periodo



gestacional cujas freqiiéncias nao diferiam significativamente uma
da outra e nenhum univalente foi observado nas duas linhagens no

19 dia.

O principio basico postulado pelo modelo “producdo em linha”¢
que os pares de univalentes na meiose I em oocitos de fémeas mais
velhas sofram ndo disjun¢do e levem a formagdao de células
aneuplodides. Trabalhando com ratos, nem Polani e Jagielo (1976)
nem Speed (1977) foram capazes de achar uma correlagdao entre a
presenca de univalentes na meiose I e aneuploidia na meiose II. Esta
falta de correlagdo foi encontrada por Sugawara e Mikamo (1983)
em experiéncias com Hamster chinés. Nesta espécie em que os 11
cromossomos podem ser divididos em quatro subgrupos
morfologicamente distinguiveis, ¢ possivel determinar precisamente
s€ 0S mesmos pares cromossomicos, vistos como univalentes na
meiose | que sofreram ndo disjun¢do, apareceram entre oS
complementos aneuploides na meiose II. Assim como em ratos,
odcitos em meiose I com pares de univalentes ocorrem com grande
freqiiéncia em odcitos de Hamster envelhecidos e ha também
aumento da relacdo entre idade materna e nao disjun¢cdo na meiose
II. Entretanto, enquanto univalentes ocorrem quase que
exclusivamente em cromossomos pequenos, os eventos de ndo
disjuncdo que levam a aneuploidia na meiose I t€ém lugar
igualmente em quase todos os subgrupos. Portanto, ndo existe
correlagdo entre o tamanho das univalentes ¢ o tamanho dos
cromossomos que sofreram nao disjungao.

Estes achados contraditorios podem refletir a ambigiiidade da

técnica de heteromorfismos citogenéticos € a sua limitacdo em



demonstrar com clareza a origem da ndo disjuncao do cromossomo
21 extra.

Os conhecimentos sobre a origem da trissomia do 21 aumentaram
ndo sO quantitativamente mas também qualitativamente através da
analise de seqiiéncias polimorficas de DNA presentes no
cromossomo 21 (Davies et al, 1984; Antonarakis et al, 1985;
Stewart et al, 1985, 1988; Bricarelli et al, 1988; Rudd et al, 1988;
Galt et al, 1989).

Os calculos teoricos desenvolvidos por Chakravarti (1989)
mostraram a necessidade de multiplos marcadores genéticos para
identificar a origem parental, ¢ Nakamura (1987) mostrou que os
polimorfismos multialélicos de VNTR (variable number of tandem
repeat), niumero variavel de seqiiéncias altamente repetitivas sdo os
mais informativos.

Mais recentemente duas novas classes de polimorfismos de DNA
altamente informativos foram identificadas. Compreendem estas
classes os VNDR (variable number dinucleotide repeat), nimero
variavel de seqiiéncias dinucleotidicas repetitivas (Litt e Luty,
1989; Tautz, 1989; Weber e May, 1989) e polimorfismos AluVpA
(variable poly(A) tract of alu sequences), regido de uma seqiiéncia
Alu com cauda poli (A) encontrada por todo o genoma humano
(Economou et al. 1990).

Estas regides podem ser tipadas através da técnica denominada
PCR (polymerase chain reaction), reacdo de polimerase em cadeia.
Esta técnica foi utilizada pela primeira vez por Saiki ao amplificar
um segmento do gene da B-globina em pacientes com anemia

falciforme (Saiki ef al, 1985).



A maioria dos estudos citogéneticos feitos tem sustentado uma alta

freqiiéncia de erros na meiose I materna e isto ¢ assumido como

certo que a nao disjun¢do neste estagio ¢ a origem mais comum da

trissomia do 21. Entretanto, uma proporcao substancial dos casos de

1dade materna e incidéncia da trissomia do 21 tem sido atribuida a

ndo disjuncdo paterna, algo em torno de 24% (Bricarelli et al,

1989). Esta freqiiéncia elevada ¢ considerada surpreendente, haja

vista uma forte associacao entre aumento da idade materna e nao

disjuncao (Hook, 1983).

Norma Takaesu sumarizou os dados obtidos de varios estudos

realizados desde 1984 até 1990 e comparou com os resultados

citogenéticos como mostra a tabela 1.

ESTUDO CITOGENETICO ORIGEM PATERNA

Juberg e Mowrey(1983)

ORIGEM MATERNA

Ayme et al(1986)

TOTAL
PORCENTAGEM

POLIMORFISMOS de DNA ORIGEM PATERNA
Davies et al(1984)

ORIGEM MATERNA

Stwart et al(1985)

Bricarelli et al(1989)

Rudd et al(1988)

Galt et al(1989)

Chakravarti et al(1989)

Takaesu et al(1990)

TOTAL
PORCENTAGEM

TABELA 1- Comparagdo de estudos citogenéticos e moleculares da ndo disjungéo envolvendo o cromossomo 21

De um total de 152 familias estudadas pelos polimorfismos de

DNA, 125 (82,2%) apresentaram ndo disjuncdo materna e 27

17,8%) apresentaram nao disjuncdo paterna. Mais recentemente,
p ) p

10



em dois estudos realizados por Antonarakis et al (1992) e Sherman

et al (1991) de um total de 304 familias analisadas, a origem

parental foi determinada em 293 casos. A origem paterna foi

encontrada em apenas 15 casos (5,1%) e em 278 casos (94,9%), a

origem foi materna. Esta discrepancia significante ¢ atribuida a

superioridade dos métodos moleculares e a subjetividade dos

heteromorfismos citogenéticos.
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Figura 1. A Produgdo de gametas durante meiose normal e anormal. Um par de cromossomos homoélogos de cada
progenitor esta representado no topo da figura, cada um com duas cromatides: a) meiose normal: os pares de cromossomos
se separam na meiose I e as cromatides se separam na meiose I para produzir gametas que contém apenas uma copia do
cromossomo; b) ndo disjungdo na meiose I; ¢) ndo disjun¢do na meiose II; d) ndo disjungdo na meiose I envolvendo
cromossomos que sofreram recombinac¢do. Ocorre a producdo de 4 tipos diferentes de gametas. Em i e ii os gametas
recebem a cromatide de apenas um cromossomo recombinante. As células produzidas serdo heterozigotas para um sitio de
recombinagdo localizado no centrémero e homozigotas para um sitio de recombinag@o mais proximo ao telomero. Em iii as
células ndo recebem cromossomos que sofreram recombinagdo e em iv os gametas recebem as duas cromatides que
sofreram recombinagdo. Neste caso todos os alelos mantém a mesma heterozigosidade do genétipo parental; e) ndo

disjun¢do na meiose II envolvendo um cromossomo recombinante produzindo uma célula que ¢ homozigota para um sitio

de recombinag@o localizado no centromero e heterozigota para um sitio de recombinagio proximo ao teldmero.
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Para determinar o estdgio meidtico da ndo disjuncdo, assume-se
que a redugdo para a homozigosidade de um certo marcador
pericentromérico ¢ interpretada como um erro na meiose II (figura
Ic) e a retengdo para a heterozigosidade ¢ interpretada como
resultante de um erro na meiose I (figura 1b).

Os resultados de um estudo feito por Antonarakis et al (1991) sobre
o estagio meidtico da ndo disjuncdo revelaram que, de 166 casos
maternos, 128 (77,1%) ocorreram na meiose I e 38 (22,9%)
ocorreram na meiose II e, dos 9 casos paternos, 2 (22,2%)
ocorreram na meiose I e 7 (77,8%) ocorreram na meiose II. Este
estudo também revelou que ndo houve diferencas quanto a
distribui¢do da idade materna entre os grupos com erros na meiose I
e II materna, ou seja, ndo houve indicios de que um erro em
determinado estdgio meiotico fosse responsdvel pelo aumento da
incidéncia da trissomia do 21 associada ao aumento da idade
materna. Estes resultados sdo compativeis com a hipdtese do
“relaxamento da selecao” na qual existe um decréscimo na taxa de
perda espontinea de conceptos trissomicos antes do nascimento
(Ayme e Lippman-Hand, 1982) ou entdo indicam que o avanco da
idade materna pode levar a ocorréncia de erros tanto na meiose I
quanto na meiose II (Warburton, 1989).

Quanto aos estudos de heteromorfismos citogenéticos dentre os
erros meioticos maternos, 86,1% ocorreram na meiose I ¢ 13,9%
ocorrecram na meiose II. Esta diferenca ¢ estatisticamente
significante quando comparada com os resultados de polimorfismos
de DNA (X°=7.158, g.l.=1, p=0.0075). Entre os erros meidticos

paternos, os estudos de heteromorfismos citogenéticos revelaram
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72,4% de erros na meiose I e 27,6% na meiose II. Entretanto,
estudos de polimorfismos de DNA revelaram que a maioria (77,8%)
das nao disjuncdes paternas ocorre na meiose II. Esta diferenca ¢
também estatisticamente significante (X’=9.93, g.l=1, p=0.0016),
apesar do tamanho da amostra estudada para os polimorfismos de
DNA ter sido pequena.

Os polimorfismos de DNA localizados na regido centromérica ndo
permitem distinguir entre os erros na meiose Il e os erros mitoticos
nos primeiros estagios do desenvolvimento embriologico. O uso de
outros marcadores localizados no braco longo do cromossomo 21,
entretanto, eliminam a possibilidade de erros mitoticos por causa da
ocorréncia de recombinagcao entre os marcadores centroméricos e
pericentroméricos. Os casos em que os marcadores foram reduzidos
para homozigozidade ao longo de todo o cromossomo sdo
considerados como erros mitoticos.

Yoon et al (1996) em recente estudo populacional investigaram a
origem da ndo disjuncdo do cromossomo 21, através de
polimorfismos de DNA, em 155 individuos trissomicos. 86% dos
casos foram de origem materna (75% na meiose I e 25% na meiose
IT), 9% de origem paterna (50% na meiose I e 50% na meiose II) e
5% devido a erros mitdticos. Os resultados desse trabalho suportam
uma associacdo entre o aumento da idade materna e a nao
disjun¢do. Essa associacdo ¢ maior com erros ocorridos na meiose
II. Isso implica que existe pelo menos um mecanismo relacionado a
idade materna atuando por volta do tempo de concepgao.

Para determinar o efeito diferencial que a idade materna exerce

sobre erros na meiose I e Il sdo necessarios mais dados sobre a
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freqiiéncia da ndo disjuncao ocorrida entre mulheres com mais de
35 anos e mecanismos bioldgicos que resultam em ndo disjungao.
Erros na determinagdo da origem meiotica da nao disjun¢do podem
ocorrer tanto na utilizacdo dos heteromorfismos citogenéticos
quanto dos polimorfismos de DNA. No caso dos polimorfismos de
DNA, Antonarakis (1992) estimou uma taxa de erros na
determinacao da nao disjunc¢ao inferior a taxa de 6-10%.

Para se determinar a freqiiéncia de recombinagdao dos
cromossomos 21 que sofreram nao disjun¢do, ¢ necessario que oS
cromossomos paternos onde ela teve origem sejam heterozigotos
para dois ou mais marcadores. Se a recombinacdo ocorrer na
primeira divisdo meidtica, isto se refletirda como reducdo para
homozigosidade e se houver recombinagdo na segunda divisdo
meiotica, isto se refletira como retencdo para heterozigosidade.
Apenas 50% das recombinagdes que ocorreram em Cromossomos
que sofreram nao disjuncdo na meiose I puderam ser detectados,

29

CI’OSSiIlg-OVGI'S que ocorrecram <€m

(13

enquanto todos os
cromossomos que sofreram nao disjuncao na meiose II puderam ser
detectados (figura 1d e 1e).

Sherman et al (1991) utilizaram 19 sitios polimodrficos do
cromossomo 21 para estudar a associagdo entre freqiiéncia reduzida
de recombinacdo e nao disjungdo do cromossomo 21. Eles
elaboraram um mapa genético do brago longo do cromossomo 21 ¢
concluiram que o mapa de ligagdio das mulheres normais ¢
significativamente maior que aquele encontrado em casos de
trissomia originados da mae. Neste estudo em que houve cinco

casos de trissomia derivados do pai, foi observado recombinacao
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em trés casos € nos outros dois casos houve uma redug¢do para
homozigosidade em todos os /oci informativos.Portanto, falhas no
pareamento € ou recombina¢cdo na meiose I ndo podem ser o
mecanismo responsavel pelo aparecimento de trissomia decorrente
da origem paterna.

Para os 77 casos de trissomia derivados da mae, foi detectado
recombinag¢do em 25 casos € em quatro outros casos todos os loci
foram reduzidos para homozigosidade. Nos 48 casos restantes, a
heterozigosidade foi mantida para todos os /oci, implicando numa
associacdo entre reducdo na freqiiéncia de recombinacdo e nao
disjun¢do na meiose I materna.

Tanzi et al (1992) observaram que a taxa de recombinacdo nas
regioes telomérica e pericentromérica do cromossomo 21 diminui
com o avanco da idade materna. Em mulheres com menos de 20
anos, 47% do total de recombina¢des do cromossomo 21 ocorrem
na porcao distal junto ao teldmero. Em mulheres com idade que
varia dos 31-61, anos esta frequéncia cai para 6%. Na regido
subcentromérica, a freqiiéncia de recombinagdo decai de 22% em
mulheres com aproximadamente 20 anos para 0% em mulheres com
mais de 31 anos de idade .Portanto, estes resultados sao consistentes
com a sugestdo de Warren e colaboradores (1987) de que falhas na
recombinag¢do sdo um importante fator na génese da trissomia do
21. Entretanto, Howard et al (1993) estudaram um grupo de 27
familias, cada uma com uma crian¢a com sindrome de Down, nao
puderam excluir a possibilidade de que a freqiiéncia de quiasmas
deve ocorrer a uma freqiiéncia normal em cromossomos que

sofreram nao disjuncdo. Os achados desta amostra sugerem que os
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cromossomos 21 que sofreram nao disjun¢do estdo envolvidos em
pelo menos um evento recombinacional.

Apesar desta controvérsia, mais dados estdo sendo publicados a
favor da reducgdo da freqliéncia de recombinacdo (Sherman et al,
1994; Zittergruen et al, 1995). Se isto for verdade, podemos inferir
que o mecanismo do qual resultam células aneupldides deve ocorrer
no inicio da meiose. Portanto, falhas no pareamento cromossdmico
predispdem o surgimento de univalentes e, conseqiientemente, uma
separagdo precoce das bivalentes durante a primeira andfase
meiotica como observou Angell (1994), ao analisar 100 oocitos
humanos em metafase II da meiose. Sturtevant e Beadle (1962)
foram os primeiros a propor o termo ‘“ndo-conjun¢do” para esta
falha do pareamento cromossOmico e subseqiiente distribuicao
irregular, como foi observado em Drosofila, mas o termo ‘“ndo-
disjuncao” ¢ tdo amplamente utilizado na literatura que muitos
autores continuam a usa-lo.

O estudo do mecanismo da ndo disjuncdo meidtica através dos
polimorfismos de DNA prové varias possibilidades de investigacao
da variabilidade clinica dos pacientes com sindrome de Down.
Aproximadamente 40% desses pacientes apresentam algum tipo de
cardiopatia, sendo a presenca de defeito do septo atrioventericular o
mais comum. Zittergruen et al (1995) recentemente estudaram 94
familias com um filho portador de sindrome de Down divididas em
dois grupos: 43 familias cujo probando apresentava defeito do septo
atrioventricular e 51 familias cujo probando ndo apresentou nenhum
tipo de cardiopatia. Através do uso de 29 marcadores da regido

pericentromérica do cromossomo 21, eles determinaram a origem e
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o estagio meiodtico da ndo disjuncdo. 86.2% do total dos casos foram
de origem materna e 13,8% foram de origem paterna. Dos casos de
origem materna, 76,5% ocorreram na meiose | € 23,5% na meiose II
e dos casos derivados do pai, 23,1% ocorreram na meiose [ e 76,9%
na meiose II. Nao foi encontrada associacdo entre a presenca de
defeito do septo atrioventricular e a origem e ou estdgio meiodtico da
ndo disjun¢do. Uma associacdo significante foi encontrada entre
defeito do septo atrioventricular e a freqiiéncia reduzida de
recombina¢do nos cromossomos que sofreram nao disjungao.

A analise molecular e fenotipica de individuos com trissomia
parcial do cromossomo 21 levou a definicdo de algumas regides do
cromossomo que resultam no aparecimento de algumas
caracteristicas da sindrome de Down quando estdo triplicadas (Sinet
et al, 1991; Rahmani et al, 1990; Korenberg et al, 1990;
McCormick et al, 1989). 23 caracteristicas diferentes da sindrome
de Down foram assinaladas em 7 regides do cromossomo 21.
Entretanto, o resultado mais notavel ¢ que 18 das 23 caracteristicas
resultam da trissomia de um pequeno segmento do cromossomo nas
proximidades da regido D21S55 (DCR) (Sinet et al, 1991).

Num estudo realizado com 6 pacientes com monossomia parcial do
cromossomo 21, foi encontrada associacdo entre a delecao dos
segmentos 21ql1 e 21g21 com hipertonia. Também foi encontrada
associagdo entre a dele¢do da regido 21q21-q22 com artrogriposi €
retardo mental (Chettouh ef al, 1991), apesar de uma paciente com
delecdo de uma regido similar a esta ter sido encontrada, mas sem a
presenga de retardo mental (Korenberg et al, 1991). Estes casos

foram extremamente importantes para o estudo da sindrome de
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Down, pois possibilitaram relacionar a regido terminal do
cromossomo 21 como a principal responsavel pelo fenotipo da
sindrome de Down. A regido minima responsavel pelo maior
numero de caracteristicas da sindrome de Down, foi1 denominada de
Regido Critica da Sindrome de Down (DSCR).

A principio toda a regido 21q22 era considerada como regido
critica e o gene SOD-1 que codifica a enzima superoxidodesmutase
era um dos genes conhecidos nesta regido e devido a isto pode se
diagnosticar que alguns pacientes possuiam um acréssimo na
concentragdo desta enzima, sugerindo um efeito aditivo deste gene.
Alteragcdes degenerativas do sistema nervoso e envelhecimento
precoce podem ser resultantes de alteracoes no metabolismo
oxidativo causado pelo acréscimo da SOD-1, porém estudos
posteriores demonstraram que o gene da SOD-1 ndo era o principal
responsavel pelas alteragdes fenotipicas uma vez que foram
encontrados portadores da sindrome que ndo possuiam o gene em
triplicata. Estes estudos permitiram delimitar uma nova regido
critica, 3 Mb ao redor de D21S55 reduzindo ainda mais esta regido.

Apesar de existirem controvérsias a respeito da delimitacdo da
regido critica, existe um consenso que o gene SOD-1 esta localizado
fora desta regido e que a regido D21S55 esta muito proxima dos
genes responsaveis pela determinacdo das caracteristicas mais
freqiientes da sindrome de Down.Outros estudos sugerem que genes
fora da regido D21S55 contribuam para o estabelecimento das
principais caracteristicas da sindrome de Down (Korenberg et al,

1994).
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Fuentes et al (1995) utilizaram uma técnica denominada ‘“Alu-
splice PCR” para identificar éxons proximos de seqii€éncias Alu que
ficam nas proximidades de um determinado gene. Através deste
método, eles isolaram um novo gene, o DSCRI, localizado na
regido 21q22.1-22.2 entre os genes KCNEI e AMLI
(aproximadamente 100 Kb do gene KCNEI e 400 Kb do gene
AMLI) cerca de 2 Mb do locus D21S55.

Em embrides de ratos, a proteina codificada pelo gene DSCRI1 ¢
expressa em niveis elevados no cérebro e no coragdo sugerindo que
a superexpressao deste gene pode contribuir para a patogénese da
sindrome de Down, em particular o retardo mental e ou defeitos
cardiacos (Fuentes et al, 1995).

Uma das caracteristicas clinicas mais estudadas na sindrome de
Down ¢ a cardiopatia, presente em cerca de 40% dos pacientes
(Jones, 1988). Isto sugere que a variabilidade genética do
cromossomo 21 pode contribuir para algum tipo de cardiopatia em
sindrome de Down. Entretanto, o processo de formacao do musculo
cardiaco ¢ bastante complexo, envolvendo muitos genes que
interagem entre si. Alguns desses genes estdo localizados no
cromossomo 21 (Davies et al, 1995), mas ndo se sabe se existe
alguma relacdo entre cardiopatia em sindrome de Down e algum
outro gene fora do cromossomo 21 associado a cardiopatia na
populacdo normal. O gene que codifica a enzima conversora da
angiotensina (ACE), por exemplo, esta associado a pessoas que
apresentam predisposicao a infarto do miocardio (Badenhop et al,
1995) e esté localizado na regido q23 do cromossomo 17 (Mattei et

al, 1989). Nao se sabe se existe alguma associacdo entre o
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polimorfismo desta regido cromossomica e cardiopatia em sindrome
de Down.

Podemos concluir, portanto, que os métodos moleculares
constituem uma metodologia importante para o esclarecimento das
causas da ndo disjungdo cromossdomica e para estabelecer possiveis

associagdes com a variabilidade clinica dos pacientes.
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OBJETIVOS

Os objetivos estabelecidos para a realizagdo deste estudo sdo os

seguintes :

1. determinar a origem do cromossomo 21 extra por métodos
moleculares numa amostra de 32 pacientes portadores da sindrome
de Down por trissomia livre,

2. investigar a associacdo da fase meiodtica da nao disjuncdo com a
1dade materna,

3. investigar possiveis associagdes da isodissomia com o quadro
clinico dos pacientes,
4. investigar possivel associacdo do polimorfismo ACE com

cardiopatia em sindrome de Down.
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MATERIAIS E METODOS
1 - REAGENTES

Os materiais para PCR utilizados (Taq DNA polimerase, dNTPs,
tampdes) foram de procedéncia da GIBCO-BRL. Os oligonucleotideos
foram sintetizados pela NBI (National Biosciences, Inc.) e adquiridos
da Worklab. A acrilamida e Bis-Acrilamida foram procedentes da
SIGMA, os sais foram procedentes da Merck e os reagentes (PA)

foram procedentes da Merck, Synth e da Reagen.

2 - AMOSTRA

Uma amostra de 32 familias, cada uma com um probando com
trissomia livre do 21 diagnosticada cromossomicamente, foi analisada
neste estudo. Para isso foi necessdrio que a coleta de sangue se
extendesse as APAEs dos municipios de Sao Carlos, Bebedouro e
Araras. Foram coletadas amostras de 3 ml de sangue venoso com

EDTA (0,2%) como anticoagulante.

3 - TECNICAS MOLECULARES

3.1) Extracdo de DNA -A técnica de extracdo utilizada foi uma
modificagcdo do método de Debomoy e Nurenberg (1991 ). Na
metodologia modificada partimos de 1 ml de sangue total, colhido
com EDTA (2%), o qual pode ser totalmente processado utilizando
como equipamentos uma microcentrifuga com velocidade controlada

entre 1.000 e 13.000 r.p.m. da DENVER Instrument ¢ um Banho-
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Maria modelo 100 da FANEM. O método nao enzimatico produz
cerca de 100 pg de DNA de alto peso molecular. As formulas dos
tampdes utilizados encontram-se no apéndice. Os passos sdo 0s
seguintes:

a) transferir 1,0 ml de sangue para um tubo eppendorf de 1,8 ml e
centrifugar 5 minutos a 5.000 r.p.m.;

b) descartar o soro e adicionar 1.0 ml de solucao TTKMI;

c) agitar suavemente até a lise das hemadcias e centrifugar 5 minutos a
5.000 r.p.m.;

d) descartar o sobrenadante, adicionar 1,0 ml de TKMI1 e agitar
suavemente para lavar o precipitado nuclear. Centrifugar 5 minutos a
5.000 r.p.m..Repetir a lavagem até a obtencdo de um precipitado
nuclear livre de hemoglobina;

e) ressuspender cuidadosamente o precipitado nuclear em 200 pl de
TKM2 e adicionar 20 ul de uma solucao de S.D.S. a 10%;

f) incubar 65° por 15 minutos;

g) adicionar 60 pl de uma solugdao 5SM de NaCl;

h) agitar até¢ a lise dos nucleos leucocitarios e centrifugar a 12.000
r.p.m. por 10 minutos;

1) recuperar o sobrenadante, passando-o para novo tubo, e adicionar 2
volumes de etanol absoluto, inverter até precipitar o DNA;

J) centrifugar a 13.000 r.p.m. por 10 minutos, descartar o sobrenadante
e lavar o DNA precipitado com 500 ul de etanol 70%;

k) descartar o sobrenadante e deixar o precipitado secar sobre papel
absorvente;

1) ressuspender o DNA em 150 pl de T. E.(Tris 10 mM, EDTA 1mM).
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3.2) Oligonucleotideos - para determinar o estagio meiotico da ndo
disjuncdo foram utilizados, oligonucleotideos adjacentes aos loci dos
microsatélites D21S120, D21S16, D21S13E e HMG14.

O locus D21S120, localizado na regido 21ql1, fica cerca de 200 kb
do locus D21S16, foi descrito por Burmelster et al (1990) e os
“primers” para PCR apresentam a seguinte seqiiéncia:

“Primer” 1: S’GTGTGTCTGCCATTTCTGGGTGTAG 3°
“Primer” 2: S’ GATCCTGGGACAAAGTAGTCTCTAA 3’

O locus D21S16, localizado na regidao 21qll, foi descrito por
Chumakov et al (1992). As seqliéncias nucleotidicas dos “primers”
sdo as seguintes:

“Primer” 1: S TTCCATGCCCAGACTGAAGTTCTGGACTGA 3°
“Primer” 2: S’>CCTATCACCAATGGAGAAAGCCCATAAGGA.3’

O locus D21S13, localizado na regido 21ql1, foi descrito por Guo
et al (1990). Os “primers” apresentam a seguinte seqiiéncia
nucleotidica:

“Primer” 50: S’ATCTGATGCCTTTGAATCT 3°
“Primer” 51: S’TATGCCATTCACTGTGATA 3’

O locus HMGI14-GT2, estd localizado na regido 21q22.3, foi
descrito por Petersen ef al. (1990) e apresenta a seguinte seqiiéncia
nucleotidica:

“Primer” 3: 5’ GGCACATTACTTGTCTGACA 3’
“Primer” 4: S>CTACTGTTCAGAGTCAAAGC 3’
Estes marcadores estdo bem posicionados no mapa genético de

ligacdo do cromossomo 21 humano como mostra a figura 2.
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FIGURA 2. Mapa de ligagdo do cromossomo 21. Os marcadores que estdo sublinhados

representam os loci descobertos através de STSs e os marcadores indicados por * representam os

loci que foram isolados a partir de YACs (extraido de Cox e Shimizu, 1991).
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A utilizacdo de oligonucleotideos que flanqueiam a regido
correspondente a insercdo de uma seqiiéncia Alu repetitiva de 287
pares de bases do gene que codifica a enzima conversora da
angiotensina no cromossomo humano 17 também faz parte deste
trabalho. O polimorfismo inser¢ao/delecdo da enzima conversora da
angiotensina (ACE) foi detectado por Rigat e colaboradores (1990) e a
seqiiéncia nucleotidica dos “primers”, determinada por Hubert e
colaboradores (1991) € a seguinte:

SC1407: 5> CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT 3°
BR2352: 5>GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT 3°

3.3) Amplificagdo das regioes D21S13E, D21S120, D21S16, HMG14-
GT2 e ACE A reacdo de amplificacdo da regido D21S13E foi feita de
acordo com o protocolo descrito por Guo ef al (1990) em um volume
total de 25 pl contendo 25ng do DNA genomico, Spmoles de cada
oligonucleotideo, 200 uM de dNTPs, 0,6 unidade de taq DNA
polimerase (GIBCO-BRL), KCI 50 mM, Tris-Cl' 10 mM e MgCl, 1,5
mM. As condi¢des de amplificacdo foram as seguintes: 30 ciclos com
denaturacdo a 94°C por 1 min, pareamento a 54°C por 1 min e
extensao a 72°C por 30 seg.

A reagdo de amplificacdo da regido D21S120 foi feita de acordo
com o protocolo descrito por Burmelster ef al (1990) em um volume
total de 50 pl contendo 100 a 200 ng de DNA gendmico, 200 pmoles
de cada oligonucleotideo, 250 uM de dNTPs, 1 unidade de tag DNA
polimerase (GIBCO BRL), KCI 50 mM, Tris-CI' 10 mM e MgCl, 1,5

mM. As condi¢des de amplificagdo foram as seguintes: 94° C por 5
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min e 45 ciclos com denaturagdo a 93°C por 1 min, pareamento a 65°C
por 1 min e extensdo a 72°C por 1 min.

As reacoes de amplificacdo, tanto para a regido D21S16 quanto para
a regiao HMG14-GT2 foram feitas em um volume total de 50 pl
contendo 100 a 200 ng de DNA genomico, 50 pmoles de cada
oligonucleotideo, 250 uM de dNTPs, 1 unidade de taq DNA
polimerase (GIBCO BRL), KCI 50 mM, Tris-CI' 10 mM e MgCl, 1,5
mM. As condi¢des de amplificagdo para a regiao D21S16 foram
desenvolvidas em nosso laboratério e sdo as seguintes: 94°C por 5
min e 30 ciclos com denaturacdo a 94°C por 1 min, pareamento a
65°C por 1 min e extensdo a 72°C por 45 seg. As condigdes de
amplificacdo para a regido HMG14-GT2 foram as seguintes: 94°C por
10 min e 30 ciclos com denaturagao a 94°C por 30 seg, pareamento a
58°C por 30 seg e extensdo a 72°C por 1 min.

A reacdo de amplificagdo para detectar o polimorfismo
inser¢do/delecdo do ACE foi feita em um volume final de 20 pl
contendo 100 ng de DNA genomico 25 pmoles de cada
oligonucleotideo, 250 uM de dNTPs, 0,6 unidade de taq DNA
polimerase (GIBCO BRL), KCI 50 mM, Tris-CI"' 10 mM e MgCl, 3,0
mM. As condi¢des de amplificacdo foram as seguintes: 94°C por 4
min e 30 ciclos com denaturacdo a 94°C por 1 min, pareamento a
58°C por 1 min e extensdo a 72°C por 2 min. As reagdes de

amplificagdes foram realizadas utilizando-se um termociclador da

Perkin Elmer modelo 2400.
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3. 4 ) Eletroforese

3.4.1) Em gel de agarose - apOs a extracdo, o DNA foi analisado
através da eletroforese em gel de agarose (0,8% em T.B.E.) e
visualizado em U.V. por coloracdo com brometo de etidio (0,4 pg/ml
de agua). A eletroforese foi realizada a uma voltagem constante de 8
V/cm por 1 hora.

3 4.2.) Em gel de poliacrilamida - Foram separadas aliquotas de 6 pl
das amostras amplificadas, as quais foram adicionados 12 ul de
formamida e 3,5 ul do tampao de corrida (L. B. 6 X). Estas aliquotas
foram aquecidas a 90°C por 10 min para desnaturacdo do DNA. Em
seguida foram aplicados 10 pl em gel desnaturante de poliacrilamida
de 15 cm de comprimento por 10 cm de altura e concentragdo 12%
com uréia 7M segundo Sambrook e cols. (1989). A eletroforese foi

realizada sob voltagem constante de 180 V por 2 horas.

3.5.) Coloragdo por Nitrato de prata - Para corar o gel de
poliacrilamida utilizamos o método descrito por Santos e cols.
(1993) cujos passos sdao os seguintes:

a) fixar o gel em 300 ml de Etanol, 10% / Acido acético, 0,5% por
20min.

b) Corar com agitagdo em 300 ml de Nitrato de Prata, 0,17% por
25min.

c¢) Lavar em 300 ml de 4gua deionizada por 3 min.

d) Revelar em NaOH, 3% Formaldeido, 0,1% (5-10 min) até as
bandas surgirem.

e¢) Parar a reagdo com Etanol, 10% e Acido Acético, 0,5%
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3.6.) Conservagdo do Gel - Os géis foram colocados entre duas folhas
de papel Celofane embebido em 4gua e deixados secar a temperatura
ambiente fixados por fita adesiva numa placa de vidro. Depois de

secos (1 dia), os géis foram fotografados para documentacao.
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RESULTADOS

Foram realizadas amplificagdes de DNA por PCR dos membros das
32 familias coletadas envolvendo os sistemas D21S13E, D21S16,
D21S120 e HMG14-GT2 sendo este ultimo o unico que apresentou
resultados positivos para a determinagdo da origem e estagio meidtico
da ndo disjuncao.Dois alelos muito freqlientes foram encontrados para
os sistemas D21S13E e D21S16 nas familias estudadas. A figura 3
mostra o resultado da amplificacdo de duas familias para o sistema
D21S13E.Devido a pequena variabilidade apresentada por estes
sistemas, eles nao foram informativos para as familias analisadas.

A andlise dos alelos para o sistema D21S120 foi bastante

dificultada pela presenca de bandas espurias em quase todos os géis

(figura 4).
..—--E- —
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FIGURA 3. gel de poliacrilamida desnaturante corado com nitrato de prata mostrando a tipagem de duas
familias para o sistema D21S13E
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FIGURA 4. gel de poliacrilamida desnaturante corado com nitrato de prata mostrando a tipagem de algumas
familias para o sistema D21S120. O marcador de peso molecular utilizado é o Hinf-174. Observe a presenga de
bandas espurias.

Para o sistema HMG14-GT2 foram detectados na presente amostra
pelo menos 7 alelos diferentes, embora a caracterizagdo precisa destes
alelos seja dificultada pela pequena diferenca no niumero de pares de
bases entre eles. Neste trabalho os alelos sdo designados A, B, C, D,
E, F e G, cujos tamanhos variam de 276 a 300 pares de bases. As
freqliéncias para os alelos do sistema HMG14-GT2 detectados nesta
amostra sdo as sguintes: f(A)=0.434; f(B)=0.144; AC)=0.131;
AID)=0.065; AE)=0.144; f(F)=0.065; f(G)=0.013. O que se estima ¢
que os alelos mais frequentes (A e B) sdo os que apresentam menor
tamanho. As figuras 5, 6 e 7 mostram os resultados da amplifica¢do do

locus HMG14-GT?2 de algumas familias analisadas.
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FIGURA 5. gel de poliacrilamida desnaturante (12%) corado com nitrato de prata mostrando a tipagem de
algumas familias para o sistema HMG14-GT2. Para explicagéo ver o texto.

Nas figuras 5 e 6 estdo representadas as mesmas familias. O
primeiro trio mostra o filho sem amplificacdo, mas podemos inferir o
seu genotipo uma vez que seus pais sao homozigotos para o mesmo
alelo. O mesmo acontece com o terceiro trio onde a mae nao
amplificou, mas o pai e o filho apresentam o mesmo gendtipo. O
segundo e quarto trios mostram duas familias segregantes com o
probando ao meio apresentando 3 alelos. As duas revelaram que a nao
disjuncao foi de origem materna ocorrendo na meiose 1. No quinto trio
ndo podemos determinar nem a origem nem o estagio meiodtico da nao
disjuncdo pois os pais compartilham um alelo muito freqiiente na
populagao.

O gel revelou presenca de algumas bandas esptrias, mas isso
ndo interfere no resultado, pois foi utilizado um padrdo de peso
molecular conhecido que localiza as bandas que apresentam o

fragmento amplificado de aproximadamente 300 pares de bases.
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FIGURA 6. Gel desnaturante de poliacrilamida (12%) mostrando os resultados da amplificacao
de 5 familias para o sistema HMG14-GT2. A seqiiéncia da esquerda para a direita mostra o padrao
de peso molecular conhecido, @ 174- clivado com Hinf 1 da GIBCO-BRL e os respectivos trios
(mae-filho-pai).O segundo e quarto trios revelaram origem materna para a ndo disjungdo que

ocorreu na meiose |

Na figura 7 sabemos que o estagio meidtico no qual ocorreu a nao
disjun¢do do primeiro trio foi a meiose I pois o filho apresenta trés
alelos distintos, mas como ele divide um alelo com a mae e outro com
0 pai nao € possivel saber qual a origem da nao disjun¢do. No terceiro
trio a ndo disjuncdo ocorreu na meiose I materna. Nos demais trios
nao foi possivel determinar a origem € nem o estdgio meidtico da nao

disjuncao.
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A origem da ndo disjun¢do foi detectada em 3 familias sendo
todas de origem materna € o estagio meidtico em que ocorreu a nao
disjuncdo foi determinado em 7 familias para a meiose I. Nos 7 casos
que se mostraram positivos para o estagio meidtico da ndo disjungdo a
idade materna variou dos 30 aos 37 anos e em trés casos constatou-se

a presenca de algum tipo de cardiopatia.

FIGURA 7. Gel de poliacrilamida desnaturante (12%) mostrando o resultado da amplificagdo de
6 familias para o sistema HMG14-GT2. A seqiiéncia da esquerda para a direita mostra o padrdo de
peso molecular conhecido, “leader”123 da GIBCO-BRL e os respectivos trios (mae-filho-pai). O
primeiro trio mostra o filho com trés alelos (ndo disjuncdo na meiose I), mas como os pais
compartilham um mesmo alelo ndo d4 para determinar a origem; o terceiro trio revelou origem
materna para a ndo disjungdo que ocorreu na meiose I; os demais trios ndo apresentaram

resultados positivos para determinar a origem e o estagio meidtico da ndo disjungdo.
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4 - ACE e Associagdao com Cardiopatia

Durante este periodo foi realizada a tipagem das criancas com
sindrome de Down para o gene que codifica a enzima conversora da
angiotensina ( ACE ) e possivel associacdo com defeito cardiaco
congénito que € uma caracteristica presente em 40% dos pacientes
portadores de sindrome de Down.Os resultados sdo apresentados na

tabela 2.

GENOTIPO CRIANCAS NORMAIS | CRIANCAS COM CARDIOPATIA
DD 8 2
DI 12 4
Il 1 3

TABELA 2- Resultado da tipagem de 30 individuos portadores da sindrome de Down normais e com cardiopatia para

a enzima conversora da angiotensina (ACE).

De 30 criancas estudadas, 10 apresentaram o gen6tipo DD, 16
apresentaram o gen6tipo DI e 4 apresentaram o geno6tipo II. Nao foi
encontrado associacao significante entre o genotipo D/D e defeito
cardiaco congénito (X° =0,631; g. .=1; 0,50>p>0,30). A figura 8
mostra o resultado da amplificacao de 12 individuos para a tipagem do

ACE.
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FIGURA 8. Gel de poliacrilamida ndo desnaturante (6%) mostrando o resultado da amplificacao
de 12 pacientes com sindrome de Down para a enzima conversora da angiotensina (ACE). A
seqiiéncia da esquerda para a direita mostra os individuos 1,3,7 e 12 com delecdo da seqiiéncia
Alu repetitiva nos dois cromossomos 17(genotipo D/D); os individuos 8 e 10 apresentam a
inser¢do da seqiiéncia Alu repetitiva no intron 16 dos dois cromossomos 17 (genétipo I/I); os

individuos 2,4,5,6,9 e 11 apresentam esta inser¢do em apenas um cromossomo (genotipo D/T).
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DISCUSSAO

Para determinar o estigio meidtico da ndo disjuncdo assume-se
que a redugdo para a homozigosidade de um certo marcador
pericentromérico ¢ interpretada como um erro na meiose II. A
retencdo para a heterozigosidade de um certo marcador
pericentromérico € interpretada como resultante de um erro na
meiose .

Quando a origem meidtica da nao disjuncdo ¢ determinada por
mais de um marcador polimoérfico ndo existe discrepancia entre os
resultados de diferentes marcadores. Por exemplo, se a mae de um
probando de trissomia livre do 21 possui dois alelos AB e o pai dois
alelos CC, e esse probando tem alelos AAC para um dado
marcador, entdo o erro ocorreu na meiose Il materna.
Alternativamente, se o filho possui os alelos ABC para o mesmo
marcador, entdo o erro ocorreu na meiose I materna.

A condicdo necessaria para se determinar a origem parental
através destes sistemas, utilizando-se PCR, ¢ que o filho apresente trés
alelos e que os pais sejam heterozigotos para alelos diferentes. Se os
pais forem homozigotos para alelos diferentes, ndo se podera
determinar nem a origem, nem o estagio meidtico da nao disjuncao no
probando. Se os pais sdo heterozigotos e compartilham um alelo e o
filho apresenta os trés alelos distintos, provavelmente trata-se de um
erro na meiose I, mas ndo ¢ possivel saber a origem em que ocorreu a
nao disjun¢do.Se os pais sdo heterozigotos e compartilham um alelo e
o filho apresenta dois alelos distintos nao € possivel saber a origem em

que ocorreu a nao disjun¢do e quanto ao estagio meiodtico, a nao
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disjuncdo pode ocorrer tanto na meiose I quanto na meiose II se um
dos alelos envolvidos for o mais frequente. A tUnica possibilidade de
se detectar erro na meiose II € quando os pais sdo heterozigotos para
alelos diferentes e o filho apresenta apenas duas bandas distintas.
Neste caso ndo € possivel determinar a origem da ndo disjuncao.
Portanto, esses sistemas sO sdo informativos para os casos de ndo
disjun¢do que ocorrem na meiose I

A hibridizagdo ¢ uma técnica que permite determinar facilmente
a origem parental da ndo disjuncdo através da comparagdo da banda
mais intensa entre o filho e apenas um dos progenitores. Acreditamos
que através desta técnica iremos encontrar mais familias que nos
permitam detectar a origem da nao disjun¢do. A desvantagem deste
método € a grande quantidade de DNA utilizada e este deve ser de boa
qualidade, ndo apresentando degradagio.

Na populacdo estudada foram encontrados 7 alelos e
heterozigosidade de 74% para o sistema HMG14-GT2. Nao houve
discrepancia quanto a heterozigosidade descrita na literatura. Petersen
(1991) descreveu 10 alelos para este sistema. O numero de alelos
observado para os demais sistemas também foi inferior ao registrado
na literatura. Guo (1990) relata um numero de 5 alelos para o sistema
D21S13E enquanto nos encontramos apenas dois alelos muito
freqiientes na populagdo estudada. Burmelster (1990) relatou um
nimero de 7 alelos para o sistema D21S120. Convém ressaltar a
dificuldade encontrada na caracterizacdo alélica para estes sistemas
bem como a determinagdo da origem e o estagio meidtico da nao

disjuncdo. Isto ocorre devido a uma diferenga muito pequena de
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tamanho entre os alelos (repeticdo de suqiliéncias dinucleotidicas GT)
além da presencga de bandas espurias.

Portanto, ¢ necessario utilizar um nimero maior de marcadores
do que o utlizado neste estudo ou encontrar outros marcadores que
sejam mais polimorficos para esta populagdo a fim de obter um maior
numero de familias que sejam positivas para esses marcadores.
Recentemente, Zittergruen (1995) e Yoon (1996) ao estudarem a
origem da ndo disjungdo em pacientes com sindrome de Down
utilizaram, respectivamente, 20 e 29 sistemas do cromossomo 21.

O polimorfismo da insercdo/delecdo do gene que codifica para a
Enzima conversora da angiotensina (ACE) tem sido considerado
um fator de risco independente para doengas artério-coronarias.
Individuos com gendtipo D/D apresentam niveis mais elevados da
enzima conversora da angiotensina que os individuos com
gendtipos I/D ou I/I. Badenhop (1995) encontrou num grupo de
individuos enfartados e também individuos com historia familiar de
infarto do miocardio uma freqiiéncia maior do genotipo D/D.
Apesar da amostra de pacientes com sindrome de Down apresentar-
se pequena para este estudo, ndo foi encontrado uma associagao
significante entre o gendtipo D/D e cardiopatia em sindrome de
Down. Portanto, a cardiopatia em sindrome de Down deve estar
associada a propria trissomia do cromossomo 21 € ndo a outro fator.

Davies e colaboradores (1994) demonstraram que a cardiopatia
esta associada a genotipos ndo usuais encontrados nos pais de
criancas com sindrome de Down que apresentavam cardiopatia.
Esses gendtipos refletem a variagdo encontrada no gene COL6AI

através da técnica RFLP. O coldgeno tipo VI ¢ um componente da
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matriz extracelular formado por 3 cadeias polipeptidicas: al, a2 e
a3 codificados por 3 diferentes genes. Os genes que codificam as
cadeias al e a2 (COL6A1 e COL6A2) estao fortemente ligados na
por¢do mais distal do cromossomo 21 humano (21g22.3).
Recentemente Comeglio e colaboradores (1996) identificaram pela
primeira vez um polimorfismo de 14 repeticoes CA no gene
COL6A2. Este ¢ o primeiro microsatélite polimorfico descrito na
literatura e devera ser util para estudos de analise de ligacao através
de PCR em doengas nas quais o coldgeno tipo VI possa estar
envolvido.

Recentemente, o nosso laboratério recebeu da Unidade Académica
de Genética Médica e Comunitaria do Imperial College of Science
Technology and Medicine de Londres, através da Doutora Anna M.
Kessling, as sondas COL6A1 e¢ COL6A2 para investigarmos,
através da técnica de hibridizagao, a associagdo entre a trissomia do
cromossomo 21 e cardiopatia, além de podermos determinar a
origem da nao disjuncao.

Descobertas recentes sobre o mecanismo responsavel pela
manutencdo do pareamento cromossdmico em Drosophila, tornam
este organismo um modelo animal util para compreendermos
melhor as causas da ndo disjuncdo na espécie humana.

Citologicamente tem sido observado que durante a profase I as
cromatides irmas estdo associadas ao longo de todo seu
comprimento, mas na transicdo da metafase para a anafase da
primeira divisdo meidtica a coesdo nos bragos das cromatides ¢

desfeita (Miyazaki e Orr-Weaver, 1994). Do final da anéafase I até a
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transicao da metafase Il para a anafase II, as cromatides irmas estao
ligadas apenas na regido do centrOmero.

O gene que controla diretamente a coesdo entre as cromatides irmas
durante a meiose em Drosophila foi denominado mei-S332 (Davis,
1971; Goldstein, 1980; Kerrebrock ef al, 1992). Em mutantes para o
gene mei-S332 no inicio da meiose I a coesdo entre as cromatides
irmas € normal. No final da anéafase I as cromatides irmas separam-
se precocemente em mais de 90% dos espermatocitos mutantes
levando a ndo disjungdo e perda cromossdmica na segunda divisao
meiotica.

O gene mei-S332 esta localizado na regido 58-B do brago direito
do cromossomo 2 de Drosophila (Kerrebrock et al, 1995); apresenta
uma sequéncia de 1206 nucleotideos que codificam um
polipeptideo com 401 aminodcidos e peso molecular de 44,4 kDa.
Recentemente Kerrebrock e colaboradores (1995) através da fusao
entre o gene mei-S332 ¢ o gene GFP (green fluorescent protein)
localizaram a regido cromossomica onde o produto génico se liga.
O fen6tipo das mutacdes no gene mei-S332 sugeriu que o produto
deste gene pode atuar durante a meiose mantendo as cromatides
irmas juntas atarvés da regido centromérica. Quando as cromatides
irmds separam-se na anafase II, o composto mei-S332-GFP
desaparece dos cromossomos sugerindo que a destruicio ou
liberagdo desta proteina € necessaria -para a separacdo das
cromatides irmas. Este estudo também revelou que mutagdes no
gene mei-S332 afetam diferencialmente a fungdo do produto génico
em ambos o0s sexos, o que permite distinguir diferentes dominios da

proteina. Segundo Orr-Weaver (1995) os produtos dos genes mei-
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S$332 na meiose € ord na mitose sao essenciais para a coesao entre
as cromatides irmas.

Estas recentes descobertas provéem uma base molecular para a
elucidagdo do mecanismo do pareamento meidtico e as falhas que

levam a ndo disjun¢do cromossOmica.
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CONCLUSOES

1- As familias analisadas ndo se mostraram positivas para.os sistemas

da regido pericentromérica D21S13E, D21S16 e D21S120.

2- Dos sistemas analisados nesta populacdo, o HMG14-GT2 foi o que
apresentou maior varibilidade com pelo menos 7 alelos e

heterozigosidade de 74%.

3- Das 32 familias analisadas através do sistema HMG14-GT2, 7 se
mostraram positivas para o estdgio meidtico em que ocorreu a hao
disjuncdo (meiose 1) e 3 familias foram informativas para a origem da

nao disjuncao (todas de origem materna).

4- Os resultados mostram que € necessario utilizar um ntimero maior
de sistemas do cromossomo 21 para encontrarmos mais familias que
se mostrem positivas para o estdgio meidtico da ndo disjungdo e
também realizar hibridizagdo em “soutthern” para determinar a origem

da nao disjungao.

5- Nao foi encontrada associacdo significante entre o polimorfismo
inser¢do/delecao para o gene da enzima conversora da angiotensina
(ACE) e cardiopatia nos pacientes portadores de sindrome de Down

estudados neste trabalho.
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APENDICE

SOLUCOES:
SDS 10%

100 g de duodecil sulfato em 11 de gp( dest.

TBE 10 X

109 g de TRIS BASE.
9.31g de EDTA.
55.65g de Acido Borico.

TKM1

10 mM Tris-HCI ,pH 7.6
10 mM KCI

10 mM MgC(Cl,

2mM EDTA

TTKM 1

10 mM Tris-HCI ,pH 7.6
10 mM KClI

10 mM MgCl,

2mM EDTA

0.27% de Triton X-100

TKM 2

10 mM Tris-HCI ,pH 7.6
10 mM KCI

10 mM MgCl,

2mM EDTA

400 mM de NaCl



TE4

1.210 g TRIS base

0.037 g NapEDTA, pH=7.5

Solucao de Acrilamida, 12% (p/ 100 ml)

12 g Acrilamida

0,3 g N-metil bisacrilamida

TBE 10X

completar p/ 100 ml com agua deionizada

para preparar o gel em 7 ml da solugdo de acrilamida, acrescentar 6 pl
de TMED e uma “pitada” de persulfato de amoénio e esperar até

polimerizar.
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