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RESUMO

A Sindrome de Down (SD) afeta 1 a cada 700 nascidos vivos, e as cardiopatias
congénitas (CC) ocorrem em 40-60% desses pacientes. Os fatores que contribuem
para a associacdo entre SD e CC ndo sdo totalmente compreendidos. O género
pode ser um deles. Por outro lado, muitos estudos apontam que uma regidao do
cromossomo 21 é responsavel pela expressdo do fenotipo SD (regido critica da
Sindrome de Down - DSCR), incluindo a presenca de CC. Investigamos de duas
maneiras os fatores que influenciaram a origem das CC no SD. Na primeira,
realizamos uma meta-andlise da prevaléncia de CC na SD, separada por género.
Foram utilizados trés bancos de dados para pesquisa. Ademais, 578 artigos foram
revisados. Destes, doze artigos foram incluidos. Na segunda fase, comparamos a
expressao de sete genes (DYRK1A, DSCR3, HLCS, PIGP, RCAN1, RUNX1 e TTCS,
todos presentes em DSCR) entre pacientes com Down, divididos por com CC e sem
CC. Os pacientes com SD atendidos em uma clinica de cardiologia pediéatrica foram
incluidos neste estudo. A analise quantitativa da meta-analise mostrou maior
prevaléncia de CC, particularmente defeitos do septo atrioventricular (DSAV), em
pacientes do sexo feminino. Nao foram encontradas diferencas em outras formas de
CC. Verificou-se que o gene DYRK1A é sobre-expressado em pacientes com SD e
CC. Concluimos que CC, particularmente DSAV, sdo mais comuns no sexo feminino
dos pacientes com Sindrome de Down. DYRK1A é sobre-expressa em pacientes
com SD e CC.

Palavras-chave: DYRK1A.PIGP.Sindrome de Down.CardiopatiaCongénita.Género.

Expressao Génica.



ABSTRACT

Down’s syndrome (DS) affects one per 700 live births and congenital heart disease
(CHD) occurs in 40-60% of these patients. Contributing factors to the association
between DS and CHD are being unraveled. Gender could be one of them. In the
other hand, many studies point out that a region of chromosome 21 is responsible for
the expression of DS phenotype (Down syndrome critical region — DSCR), including
the presence of CHD. We investigate the factors that influenced in the origin of CHD
in DS by two ways. In the first we performed a meta-analysis of CHD prevalence in
DS, separated by gender. Three search engines were used and 578 articles were
reviewed. Twelve articles were included. In the second, we compare the expression
of seven genes (DYRK1A, DSCR3, HLCS, PIGP, RCAN1, RUNX1 and TTC3, all of
them present in DSCR) between DS patients with and without CHD. Patients with DS
attended in a pediatric cardiology clinic were included in this study. Quantitative
analysis showed a higher prevalence of CHD, particularly atrioventricularseptal
defects (AVSD), in female patients. No differences were found in others forms of
CHD. It was found that the gene DYRKI1A is overexpressed in patients with DS and
CHD.

CHD, we have concluded, particularly AVSD, are more common in the female gender
of Down’s syndrome patients. DYRK1A is overexpressed in patients with DS and
CHD.

Keywords: DYRK1A.PIGP. Down Syndrome. Congenital Heart

Disease.Gender.Gene Expression.
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1 INTRODUCAO

A Sindrome de Down (SD) € uma das sindromes genéticas mais comuns.
Na maioria dos casos, é causada pela trissomia completa do cromossomo 21; no
restante das situagdes, por translocacdo ou mosaicismo desse mesmo cromossomo.
Atinge cerca de 1 a cada 700 nascidos vivos. Essa prevaléncia pode variar de
acordo com a idade materna durante a gestacdo, podendo atingir 1 a cada 30
nascidos vivos em maes com mais de 45 anos de idade. Em 95% dos casos, ocorre
por trissomia completa do cromossomo 21, conforme afirmado anteriormente. Cerca
de 3,5% dos casos de SD ocorrem por translocacdo, ou seja, 0 cromossomo 21, ou
parte dele, se encontra colado em outro, geralmente o cromossomo 14. Geralmente,
as consequéncias organicas da translocacdo costumam ser similares as das
trissomia simples, e a SD aparece com todas as suas manifestacbes — a menos que
0 pedaco translocado seja muito pequeno e de uma regido do Cromossomo pouco
rica em genes (DEVLIN, 2004).

A caracteristica mais importante da trissomia por translocacéo € que o pai
Oou a mae se comportam como portadores, ou seja, eles ndo apresentam a trissomia
porque tém somente duas unidades 21. Todavia, como uma se encontra colada a
outro cromossomo, é possivel que os fenbmenos possam se repetir em mais évulos
ou espermatozoides, transmitindo essa diferenca a outros filhos que também sejam
portadores. Consequentemente, nesse caso, € possivel que sejam gerados mais
filhos com SD. Por isso € importante que — se o cariétipo do bebé com SD
demonstra haver uma translocacdo —os pais e os irmdos facam também os seus
cariétipos para avaliar se sdo portadores. Por ultimo, cerca de 1,5% dos casos de
SD ocorre por mosaicismo, isto é, o 6vulo e o espermatozoide possuem o0s 23
Cromossomos comuns, e, portanto, a primeira célula que se forma da fusdo de
ambos é normal e possui 46 cromossomos (OLIVEIRA, 2006).

No entanto, no curso das primeiras divisdes dessa célula surge 0 mesmo
fenbmeno de ndo-disjuncdo ou ndo-separacdo do par de cromossomos 21, de modo
que uma célula tera 47 cromossomos, trés dos quais seréo do par 21. A partir dai,
todos os milhdes de células que derivam dessa célula diferente terdo 47
cromossomos (serdo trissdbmicas), enquanto os outros milhdes de células que
derivem das células normais terdo 46, portanto serdo também normais. Dependendo

de quando apareca a ndao-disjuncdo no curso das sucessivas divisdes, a
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porcentagem final das células trissbmicas e normais naquele individuo sera
diferente. Quanto mais no inicio apareca a anomalia, maior ser4 a porcentagem de
trissémicas e vice-versa (OLIVEIRA, 2006).

O fendtipo da Sindrome de Down € bastante variado, sendo marcado pela
hipotonia muscular, déficit cognitivo, facies caracteristica, além das cardiopatias
congénitas. As cardiopatias congénitas ocorrem em cerca de 40% a 60% dos
portadores de Sindrome de Down, causando bastante impacto na morbimortalidade
de tais pacientes, nos quais o0 mecanismo de producéo das cardiopatias congénitas
ainda ndo é plenamente compreendido. Entretanto, algumas alteracbes na
expressado génica do cromossomo 21 parecem ser as responsaveis por tais casos
(GRANZOTTI et al..,1995).

Como ja foi relatado, a Sindrome de Down é um distirbio comum,
associado a vérios fendétipos complexos clinicos. Embora varias hipoteses sejam
propostas, ndo esta claro se determinados loci gene no cromossomo 21 (HSA21)
sao suficientes para causar SD e seus recursos associados (KORBEL et al., 2009).

Baseando-nos na elevada incidéncia de cardiopatias congénitas nos
portadores de SD e tentando esclarecer algo que possa ajudar e interferir nas
geracdes futuras de criancas com SD, procuramos estudar niveis de expressao

génica com cardiopatias congénitas desses pacientes, especificamente.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 SINDROME DE DOWN

2.1.1Histérico

O primeiro relato sobre a Sindrome de Down foi feito entre 1864 e 1866
pelo médico inglés John LangdonHaydon Down, que trabalhava em uma clinica para
criangas com atraso neuropsicomotor em Surey, na Inglaterra. Ele listou com
precisdo as caracteristicas fisicas similares que observou em alguns filhos de maes
acima de 35 anos de idade, descrevendo as criangas como “amaveis e amistosas”.
Influenciado pela Teoria da Evolucdo de Charles Darwin, o médico explicou a
sindrome estabelecendo uma teoria étnica, sugerindo que esta seria um “[...] estado
regressivo da evolugao” (OLIVEIRA, 2016).

Apoés a descricdo de Down, os estudos atribuiram a causa da sindrome a
tuberculose, a sifilis e ao hipotireoidismo, sendo os pacientes considerados como
“criancas inacabadas”. Durante o periodo que antecedeu a identificagao da alteracao
cromossOmica, 0s pacientes foram rejeitados e mantidos sob regime hospitalar, em
condicBes precérias. O fim desse primeiro periodo da historia da Sindrome de Down
foi marcado por uma intolerancia de raizes religiosas e culturais, e coincidiu com o
Holocausto judeu, uma das maiores e cruéis demonstracdes do preconceito humano
(OLIVEIRA, 2016).

Em 1959, quase um século depois da descricdo do Dr. Down, os
cientistas Jerome Lejune e PatriciaJacobs, trabalhando de forma independente,
determinaram que a causa do até entdo “mongolismo” seria a trissomia do
cromossomo 21. A trissomia do cromossomo 21 foi a primeira alteragao
cromossOmica detectada na espécie humana, e nos primeiros anos da década
seguinte seria rebatizada de Sindrome de Down. A descoberta da alteragédo
cromossOmica marca o segundo periodo da histéria da SD, trazendo consigo uma
fase repaginada de interesse cientifico (VARELA, 2016).

Em 1960, Polani descreveu casos de translocagéo, isto €, 0 cromossomo
21 inteiros — ou parte dele — colado em um cromossomo qualquer. Em 1961, foi
descrito o primeiro caso de mosaicismo, sendo duas linhagens celulares que

possuem diferentes padrbes de cromossomos — no caso da SD, uma linhagem
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celular com 46 (normal) cromossomos e outra com 47 (com a trissomia 21). Nos
Estados Unidos, ap6s uma revisdo de termos cientificos realizada em 1970, a
denominacgao “mongolismo” foi abolida, usando-se definitivamente o termo Sindrome
de Down, em homenagem ao meédico inglés que a descreveu pela primeira vez
(VARELA, 2016).

O terceiro periodo da SD coincide com a onda de reconhecimento dos
direitos da crianca e do adolescente que foi tomando conta de grande parte do
mundo a partir das Ultimas décadas do século XX, isto é, postulava-se que toda
crianca, independentemente de género, raca, cor, religido ou capacidade mental
teria direito a cuidados médicos e educacao. Comecou, assim, a fase de interesse
cientifico aliado ao interesse educacional. Dessa forma, a institucionalizacdo, a
marginalizacdo e a ignorancia vao cedendo lugar, paulatinamente, ao segmento
interdisciplinar humanizado e especializado, assim como a programas educacionais
pautados no reconhecimento de que as pessoas com SD tém inUmeras
potencialidades, revelando-as quando sdo bem-integradas a familia e a comunidade
(OLIVEIRA, 2016).

2.1.2 Origens da SD

O trabalho de Hultenet al. de 2008 propbs que 0 mosaicismo do ovario
pode ser o fator causador para trissomia do 21. Ele utilizou, para chegar a tal
conclusao, hibridizacéo in situ fluorescente (FISH), com duas sondas especificas de
cromossomo -21 para determinar o nimero de cépias do cromossomo 21 em células
de ovario de oito fetos do sexo feminino na idade gestacional de 14 a 22 semanas.
Todos os oito fetos femininos fenotipicamente normais eram mosaicos e continham
células de ovario com um cromossomo extra 21.

Trissomia 21 ocorreu com a mesma frequéncia, aproximadamente, em
células que tinham entrado em meiose, como células do estroma mesenquimalpré-
meidticos e ovarianas. Os autores sugeriram, entdo, que a maioria dos fetos normais
do sexo feminino eram mosaicos ovarianos da trissomia 21, e o efeito da idade
materna € causado por selecéo diferencial destas células durante o desenvolvimento
fetal e pos-natal até a ovulagdo. A ocorréncia excepcional de mosaicismo no ovario

pode explicar o motivo de algumas mulheres terem uma crianga com Sindrome de
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Down ja em tenra idade, bem como o aumento da incidéncia associado a
concepcoOes subsequentes (HULTEN et al.,2008).

Gardiner, em 2004, levantou a hipotese central na sua pesquisa de que a
SD é o resultado de um aumento de 50% da dosagem de expressao de genes no
cromossomo 21q (braco longo do cromossomo 21), e que isto altera, direta ou
indiretamente, o momento, padrdo ou grau de desenvolvimento, ja que todos os
pacientes sindrémicos tém algum nivel de deficiéncia intelectual.

Uma das questdes essenciais na pesquisa de SD é:todos 0s genes
trissdmicos sdo sobre-expressosem todos os tecidos e em todos 0s pontos? Se néo,
quais 0s genes sao sobre-expressos, e quando e onde? As respostas a estas
perguntas sdo fundamentais para determinar quais genes sao relevantes para o
desenvolvimento fenotipico e para a ligacdo de expressdo de genes especificos para
caracteristicas fenotipicas especificas. Ademais, € preciso levar em conta a
variabilidade fenotipica (GARDINER, 2004).

Embora os fatores etiologicos da SD ainda ndo estejam totalmente
esclarecidos, a associacao entre a idade materna avancada e a trissomiado 21 é o
fator mais importante nas doencas cromossémicas humanas (BERTELLI et al.,
2005). Entre as mulheres com 25 anos de idade, aproximadamente, 2% de todas as
gestacBes sdo trissébmicas; naquelas com 36 anos, este valor aumenta para 10%; ja
na idade de 42 anos, € superior a 33% (HASSOLD; CHIU, 1985). A média da idade
materna é mais elevada nos casos de trissomia simples do que naqueles casos de
translocacdo (MOKHTAR et al., 2003). Nestes ultimos, o cromossomo 21 extra
decorre, geralmente, da translocacdo envolvendo os cromossomos 14 e 21, que
ocorre antes do crossing-over (processo onde acontece a troca de material genético
entre cromossomos homologos) na meiose | (SHAFFER et al.,1992). Nos casos de
translocacdo entre os cromossomos 21, o cromossomo anormal é, na maioria das
vezes, resultante da duplicacdo do braco longo do cromossomo 21 (iISsocromossomo
21q), e resulta de uma falha de separacdo das cromatides na meiose Il ou das
crométides irmas no inicio da mitose — que é o processo de reproducdo que ocorre
em grande parte das células durante o processo do ciclo celular (SHAFFER et al.,
1991).

A grande maioria dos casos com trissomia simples do cromossomo 21 é
decorrente de ndo disjuncdo cromossdmica na meiose materna. Aproximadamente,

90% dos casos envolvem um cromossomo adicional materno e cerca de 10%
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resultam da ndo disjuncdo meidtica paterna. Além disso, uma pequena proporgcao
(1,8%) é atribuida a nao disjuncéao mitética pés-zigética(SHERMAN et al., 1991).

As trissomias cromossdmicas tém sido associadas a alteracbes no
processo de recombinacdo genética (troca de genes entre duas moléculas de acido
nucleico para formar novas combinagdes de genes em um CromosSsomo) que ocorre
durante as divisdes celulares (HASSOLD; SHERMAN, 2000). Warren et al., em
1994, forneceram evidéncia dessa associa¢ao quando relataram niveis reduzidos de
recombinacdo genética na regido cromossdémica proximal ao cromossomo 21
durante a meiose | (ou seja, a meiose 1 € reducional, pois reduz & metade o niUmero
de cromossomos), como na trissomia desse cromossomo. E possivel que a
auséncia de recombinagao nessa regiao estabeleca configuragdes “vulneraveis” que
podem interferir na segregacédo tanto na meiose | como na meiose Il (na meiose 2
existe uma divisdo equacional e é semelhante a mitose) ou, possivelmente, nas
duas divisoes.

Assim, um modelo de dois eventos para a ndo disjuncdo cromossémica
foi proposto. Nele, o primeiro passo envolve a reducdo da recombinacdo genética
durante a meiose | e estabeleceria configuracdes cromossémicas suscetiveis a ndo
disjuncdo. Nas mulheres, a meiose | e, consequentemente, este evento ocorre na
fase fetal. O segundo, dependendo da idade, compreenderia 0 processamento
anormal dessas configuracfes, levando a néo disjuncdo cromossbmica em
decorréncia da degradacdo do processo meidtico associado a idade materna
elevada (HASSOLD; CHIU, 1985).

Stein et al.,, em 1986, também ja propuseram a existéncia de um
mecanismo materno intrinseco de triagem de gestacdes com aneuploidias (célula
aneupldide € a célula que tem o seu material genético alterado, tendo portanto o
namero de cromossomos diferente do normal da espécie), ou seja, 0 mecanismo
mais comum da aneuploidia € a ndo disjuncdo meidtica, na qual existe uma falha da
separacdo de um par de cromossomos durante uma das duas divisbes meioticas,
eesta pode ocorrer tanto na meiose | quanto na meiose Il, que escapam da detecgéo
no estagio pré-zigodtico. Esse processo ocorreria durante a primeira divisdo mitética
do zigoto e se torna menos eficiente com a idade materna avangada.

Outras hipo6teses relacionadas a etiologia da SD ja foram levantadas.
Zheng e Byers (1992) propuseram a existéncia de um mecanismo que favorece a

maturacdo e a utilizagdo de ovocitos normais no inicio da vida reprodutiva,
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preferencialmente aos ovoécitos aneuploides resultantes da ndo disjuncdo nédo
mitotica. Assim, a frequéncia elevada da SD na idade materna avancada resultaria
da utilizacdo de uma pequena fracdo de ovoécitos aneupléides nos estagios
avancados da vida reprodutiva, remanescentes da selecdo contra a maturacao apos
muitos ciclos.

Em 1992, Gauldenet al. lancaram a hipotese da microcirculacao
comprometida para explicar a ocorréncia de aneuploidias em ovocitos primarios e
secundarios. Segundo esses autores, com um desequilibrio hormonal haveria uma
microvascularizagcdo deficiente ao redor dos foliculos maduros e em processo de
maturacdo. A resultante diminuicdo no tamanho dos capilares perifoliculares reduz o
volume de sangue que circula na area, levando a uma oxigenacéao deficiente e a um
aumento concomitante de diéxido de carbono e produtos anaerdbicos, como acido
latico dentro do foliculo. Isso provocaria uma diminuicdo do pH do ovdcito, que
diminui o tamanho do fuso, como o deslocamento e a ndo disjuncdo cromossémica.
Isso poderia explicar a ocorréncia de filhos com SD em mulheres de qualquer idade.

Um modelo proposto por Avramopouloset al., em 1996, examinou um
possivel papel dos alelos (alelos sdo segmentos homélogos de DNA, formas
alternativas de um mesmo gene e afetam a mesma caracteristica de modo diferente)
da apoliproteina (proteina existente no sangue que se liga a lipideos) e no
desenvolvimento dos ovdcitos, complementando a hipétese de Gaulden. Uma alta
frequéncia de alelos e4 foi identificada em maes jovens com erros na meiose Il. As
portadoras desse alelo ttm uma taxa de colesterol aumentada no plasma, que é
fortemente associado a aterosclerose. Eles sugerem que nessas maes a
aterosclerose se desenvolve na microvascularizacdo em tomo dos foliculos em

amadurecimento, levando a uma deficiéncia de oxigénio no interior do foliculo.

2.1.3 Incidéncia da Sindrome de Down

A SD atinge 1:700 nascidos vivos, e essa incidéncia cresce com 0
aumento da idade materna durante a gestacdo. Como relatamos, a grande maioria
dos casos (95%) ocorre por trissomia completa do cromossomo 21. Cerca de 3,5%
dos casos de SD ocorre por translocagao, ou seja, partes, ou todo 0 cromossomo
21, encontram-se coladas em outro cromossomo, geralmente o cromossomo 14.

Geralmente, as consequéncias organicas da translocacdo costumam ser similares
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as das trissomia simples, e a SD aparece com todas as suas manifestacdes (a
menos que o pedaco translocado seja muito pequeno e de uma regido do
cromossomo pouco rica em genes) (DEVLIN et al., 2004).

No entanto, o mais importante da trissomia por translocacao € que o pai
ou a made se comportam como portadores, isto €, ndo apresentam a trissomia
porque tém somente duas unidades 21. Mas como uma se encontra colada a outro
cromossomo, € possivel que os fendmenos possam se repetir em mais 6vulos ou
espermatozoides, transmitindo essa diferenca a outros filhos que também sejam
portadores. Podem, ademais, ter mais filhos com SD. Por isso é importante que, se
o cariétipo do bebé com SD demonstra haver uma translocacao, os pais e 0s irmaos
facam também o0s seus cariotipos para avaliarem se sdo portadores. Por ultimo,
cerca de 1,5% dos casos de SD ocorre por mosaicismo, ou seja, o 6vulo e o
espermatozoide possuem 0s 23 cromossomos comuns e, portanto, a primeira célula
que se forma da fusdo de ambos € normal e possui 46 cromossomos (ALMEIDA,
2012).

Contudo, no curso das primeiras divisbes dessa célula, e assim por
diante, surge o mesmo fenbmeno de nao disjuncdo — ou néo separagdo — do par
de cromossomos 21, de modo que uma célula ter4 47 cromossomos, trés dos quais
serdo do par 21. A partir dai todos os milhdes de células que derivam dessa célula
diferente terdo 47 cromossomos (seréo trissémicos), enquanto os demais milhdes de
células que derivem das células normais terdo 46, e serdo também normais.
Dependendo de quando aparecga a nao disjuncdo no curso das sucessivas divisoes,
a porcentagem final das células trissbmicas e normais naquele individuo sera
diferente. Quanto mais no inicio apareca a anomalia, maior sera a porcentagem de
trissémicas e vice-versa (ALMEIDA, 2012).

2.1.31 Caracteristicas clinicas

O fendtipo de pessoas com SD é bastante variado. Porém, de forma
geral, é constituido basicamente por uma face com olhos obliqguos — semelhantes
aos dos orientais —, rosto arredondado, mdos menores e com dedos mais curtos,
prega palmar unica e orelhas pequenas, hipotonia, ou seja, diminuicdo do tdnus
muscular — responsavel pela lingua protusa—, dificuldades motoras, atraso na

articulacdo da fala, comprometimento intelectual e, consequentemente,
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aprendizagem mais lenta. Além disso, cerca de 40% a 60% dos pacientes com SD
tém cardiopatias congénitas. Essas caracteristicas podem variar bastante de um
individuo para outro, e os portadores de SD possuem maior propensdo para o
desenvolvimento de outras patologias, como a leucemia megarioblastica (VARELA,
2016).

2.1.3.2 Anomalias associadas com SD

A sindrome de Down(SD) é a anomaliacongénita mais
comumamplamente estudada por pelo menos 150 anos. No entanto, o tipo e a
frequéncia de anomalias congénitas associadas a SD ainda séao
controversos. Apesar do diagnostico pré-natal e da interrupcéo eletiva da gravidez
por anomalias fetais, na Europa, de 2008 a 2012, a prevaléncia de nascidos vivos de
SD foi 10/10.000 (STOLL et al., 2015).

Quatrocentos e sessenta e sete (64%) dos 728 casos com SD registrados
tiveram pelo menos uma grande anomalia congénita associada. Os defeitos
associados mais comuns foram anomalias cardiacas — 323 casos (44%) —,
seguidos por anomalias do sistema digestivo — 42 casos (6%) —, anomalias do
sistema musculoesquelético — 35 casos (5%) —, anomalias do sistema urinario—
28 casos (4%) —, anomalias do sistema respiratério — 13 casos (2%) — e anomalias
de outros sistemas — 26 casos (3,6%) (STOLL et al., 2015).

Entre os casos com SD com defeitos cardiacos congénitos, a anomalia
cardiaca mais comum foi o defeito do septo atrioventricular (30%), seguido de
comunicacao interatrial (25%), defeito do septo ventricular (22%), persisténcia do
canal arterial (5%), coarctacdo da aorta (5%) e tetralogia de Fallot (3%). Os autores
observaram uma alta prevaléncia de anomalias congénitas e padrées especificos de
malformacgbes associadas com sindrome de Down, 0 que enfatiza a necessidade de
avaliar  cuidadosamente  todos  0s casos com sindrome de  Down para

possiveis anomalias congénitas associadas(STOLL et al.., 2015).

2.1.4 Sindrome de Down e padrdes de metilacao

Alguns estudos sugerem que fatores envolvendo genoétipos e nutricdo

podem ser a base da suscetibilidade a ndo disjuncéo e, portanto, da trissomia do 21.
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Ha evidéncias de que a hipometilacgdo do DNA esta associada a instabilidade
cromossbmica e a segregacdo anormal, e estudos in vivo tém relacionado
ahipometilacdo a deficiéncia da ingestao de folato e metil (CHRISTMAN et al.,1993;
SHETH et al., 2003; COPPEDE et al., 2010).

O risco materno para a SD tem sido relacionado ao metabolismo anormal
do folato, o que pode ser explicado, em parte, pela alteracdo no gene
rnetilenotetraidrofolato-redutase (MTHFR) (SHETH et al.,2003). A enzima MTHFR
atua na regulacdo das reacfes de metilacdo celulares, catalisando a converséo do
5,10 metilenotetratdrotclato para 5-metiltetraidrofolato, a principal forma circulante do
folato, exigida para a remetilacdo da homocisteina (Hcy) para metionina. Esta
reacao € importante para a sintese de S-adenosilmetionina (SAM), o maior doador
de metil intracelular para reacfes de metilacdo do DNA, proteinas e lipidios. O
aumento na Hcy e a diminui¢cao da proporcédo de SAM para S-adenosil-homocisteina
(SAH) — decorrente de alteragbes no gene MTHFR — tém sido associados a
hipometilacdo do DNA. Assim, a hipometilacio do DNA como resultado do
metabolismo anormal do folato podera aumentar a probabilidade de ndo disjuncdo
cromossomica (JAMES et al.,1999).

Um polimorfismo no gene MTHFR, a substituicdo de citosina para timina
no nucleotideo 677 (C677T), que resulta na alteracdo da alanina por valina, e esta
associado ao aumento da termolabilidade da enzima, o que leva a uma reducéo de
50% de sua atividade normal (SUNDER-PLASMANN et al., 2000).

Alguns estudos tém mostrado frequéncia significantemente maior do alelo
677T em maes de criancas com SD se comparadas as maes-controle (JAMES et al.,
1999; HOBBS et al.,, 2000; GRILLO et al., 2002). Além disso, um aumento
significante na concentracdo de Hcy plasmatica e citotoxicidade dos linfécitos
aumentada ao metotrexato— indicadores do estado funcional do folato— sugerem
que o metabolismo do folato é anormal nas mées de criangcas com SD (JAMES et
al., 1999).

Importa ressaltar que a elevada prevaléncia do polimorfismo MTHFR na
populacao e o baixo risco de ocorréncia da SD sugerem que somente a alteracao no
gene MTHFR n&do € suficiente para causar a sindrome, isto €&, alteracdes
multifatoriais gene-ambiente podem estar envolvidas nesse processo. Desse modo,
interacdes entre dieta e gendtipo ou entre genotipos podem afetar negativamente o

metabolismo do folato e a remetilacdo da homocisteina para metionina (JAMES et
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al.,1999). Esta observacdo poderia explicar a auséncia de associacdo entre o
polimorfismo C677T e a SD em outros estudos realizados em diferentes populacdes
(incluindo a francesa e a italiana), os quais afirmam que a alta ingestdo de folato
pode neutralizar o impacto metabdlico do polimorfismo (SHETH et al., 2003;
CHADEFAUX-VEKEMANS et al., 2002; O’ LEARY et al.,, 2002; STUPPIA et al.,
2002).

Atuando também no metabolismo da Hcy, a enzima metionina
sintaseredutase (MTRR), produzida pelo gene MTRR, catalisa a remetilacdo da Hcy
para rnetionina. Este gene se apresenta polimorfico no nucleotideo 66 do DNAc,
uma substituicdo de adenina por guanina (A66G), causando a substituicdo de uma
isoleucina para metionina na proteina (SHETH et al., 2003 e O’LEARY et al.,2002).
Este polimorfismo também tem sido associado ao risco aumentado para a SD, uma
vez que a enzima MTRR fornece grupos metil para a metilacdo do DNA e, segundo
Hobbset al., a presenca combinada de MTHFR mutante e mutacdo homozigota em
MTRR aumentam tal risco (SHETH et al., 2003; HOBBS et al., 2000).

Figural - Atuagao das enzimas MTHFR e MTRR no metabolismo do folato
(Hobbs,2000)
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Fonte: Editora Moreira Jr. Recentes avangos moleculares e aspectos genético-clinicos em
sindrome de Down, p.405.
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Uma vez que as enzimas MTHFR e MTRR requerem folato e vitamina
B12, respectivamente, para manter a reacdo da metionina sintase, o impacto
metabdlico de ambos os polimorfismos € aumentado por baixos niveis de folato ou
vitamina B12. A associacao entre os polimorfismos nesses genes e SD sugere que
estratégias preventivas relativamente simples, como suplementac¢éo com acido félico
e vitamina B12, poderiam superar o risco de ndo disjuncado associado a genotipos
suscetiveis (HASSOLD et al., 2000).

No entanto, em caso de erros na meiose |, os resultados da
suplementacdo seriam visiveis somente na segunda geragdo, uma vez que estes
erros ocorrem no ovario fetal. Diferentemente da meiose |, 0os possiveis beneficios
trazidos pela suplementacdo em caso de erros na meiose Il seriam perceptiveis ja
na primeira geracdo, uma vez que estes ocorrem entre o término da meiose | e o
final da fertilizacdo (HASSOLD et al., 2000; RAY et al., 2003).

Desde 1992, a suplementacdo de 0,4 mg de &acido fdlico diarios é
recomendada para mulheres no periodo periconcepcional, a fim de reduzir o risco de
defeitos do tubo neural na prole (CENTERS FOR DISEASE CONTROL,1992).
Estudo realizado por WALD et al. em 2001 demonstrou que dosagens maiores
poderiam conferir um beneficio mais amplo na reducéo deste risco, atingindo 85%
quando utilizados 5 mg diarios, comparado a uma reducdo de 36% com a
suplementacao de 0,4 mg/dia.

Em familias com risco para esta malformacao, foi evidenciada frequéncia
elevada de casos com SD e vice-versa (BARKAI et al., 2003). De acordo com estes
autores, € provavel que 5 mg de acido folico diarios sejam, entdo, necessarios para
a reducdo do risco da ocorréncia da SD. Além disso, foi demonstrado que a
instabilidade genémica é minimizada quando valores de folato plasmatico estéo
acima de 34 nmol/L e de Hcy menores que 7,5 mmol/L, concentracbes atingidas
somente com ingestdo de doses superiores a 0,4 mg de acido folico diarios
(FENECH, 2001).

Uma diminui¢cdo dos niveis de Hcy plasmaético total também foi observada
por Liu et al. (2004) em pacientes com doenca cardiovascular sob suplementacao
diaria de 5 mg de acido folico, com duracao de oito semanas. No grupo de pacientes
gue apresentavam o genoétipo CT e nagqueles portadores do alelo T (grupo
combinado de pacientes que apresentavam o0s genétipos TT e CT) para o

polimorfisrno C677T no gene MTHFR, a reducao dos niveis de Hcy foi significante, o
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que indica que este polimorfismo pode estar envolvido na diminui¢cdo dos niveis de
Hcyplasrnatica, como efeito da suplementagdo com altas doses de &cido fdlico.

Em 2008, Biselliet al. investigaram o efeito dos polimorfismos C677T e
A1298C no gene metilenotetrahidrofolatoredutase (MTHFR); A2756G no gene
metionina sintaseredutase (MTR); A80G no gene transportador folato reduzido 1
(RFC1); e homaocisteina plasmatica (Hcy). Tais efeitos poderiam trazer risco materno
para a SD. Foram analisadas 72 maes com criancas com SD e 194 maes com
criancas sem SD. Os autores verificaram que o niumero médio de alelos polimorficos
para os quatro loci testados foram maiores nas maes com criangas com SD, em
comparacao com o grupo controle. Observou-se, ainda, a presenca de trés ou mais
alelos polimérficos para MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR A2756G e RFC1
A80G. Alem disso, concentracfes plasmaticas de homocisteina superiores a 4,99
mmol/l aumentaram o risco em 1,74 vezes de ser gerada uma crianga com SD.

Jones et al., em 2013, estudaram o padrdo de metilacdo em células
epiteliais bucais de 10 adultos com SD e 10 controles, com o objetivo de determinar
se os padrées de metilacdo do DNA estavam correlacionados com SD e/ou
comprometimento cognitivo. Além disso, nesse estudo foi analisada a metilacdo do
DNA no gene APP (o gene APP fornece instrugbes para elaborar uma proteina
chamada proteina precursora amiloide, encontrada em muitos tecidos e 0Orgaos,
incluindo o cérebro, e na medula espinhal do sistema nervoso central), a fim de
verificar se havia mudancas na metilacdocentral do DNA dessa populacao.

Sabe-se que presenca de um ou parte de um cromossomo 21 extra em
pacientes com SD € associada a varias alteracbes neuroldgicas, incluindo
envelhecimento patolégico. Estas alteracbes que muitas vezes preenchem o0s
critérios para a doenca de Alzheimer. Os autores concluiram que tanto a trissomiado
21 como o déficit cognitivo foram associados a padrdes distintos de metilacdo do
DNA (JONES et al., 2013).

2.1.5 Cromossomo 21

O cromossomo 21 representa cerca de 1% a 1,5% do genoma humano
(HATTORI et al., 2000). Desde a descoberta, na década de 1950, de que a SD
ocorre devido a trés copias do cromossomo 21 (LEJUNE et al.,1959), cerca de 20

loci foram mapeados no braco longo deste cromossomo, e a estrutura do
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cromossomo e 0 conteudo dos genes tém sido intensamente investigados. No ano
de 2000, Hattoriet al. descreveram a sequéncia deste cromossomo, identificando
225 genes (127 conhecidos e 98 preditos) e 59 pseudogenes. O conteudo de genes
do cromossomo 21 estd agora estimado em 329, incluindo 165 genes confirmados
experimentalmente, 150 modelos de genes baseados em bancos de dados de
sequéncias-alvo expressas (ESTs) e 14 predicbes computacionais (ROIZEN et al.,
2003).

Considerando que a translocacdo cromossdmica responsavel pela SD
envolve o braco longo do 21 (21q), é provavel que este braco em excesso
caracterize a SD, n&do havendo, portanto, a necessidade de uma trissomia completa
do cromossomo 21 para o desenvolvimento do fenotipo Down (VIGO,1997). O
segmento 21g22.2 é referido como regido critica para a SD (DSCR - Down
syndromechromosomalregion), e contém genes relacionados ao fendtipo da
sindrome(KORENBERG et al., 1990). O braco curto deste cromossomo acrocéntrico
(21p) consiste, basicamente, de uma regido organizadora de nucléolo (RON), a qual
contém varias copias de genes que codificam RNA ribossémico e uma regido mais
proximal contendo sequéncias altamente repetitivas. Os poucos genes localizados
no 21p ndo parecem ser essenciais para o desenvolvimento normal do individuo
(CAPONE, 2001).

A sintese excessiva de multiplos produtos derivados da expressao
elevada de genes presentes no cromossomo 21 é considerada responsavel pelas
caracteristicas dismorficas e pela patogénese de anormalidades neurolégicas,
imunoldgicas, enddcrinas e bioquimicas, caracteristicas da SD(POGRIBNA et al.,
2001).

Dados sobre camundongos transgénicos indicam que somente um grupo
de genes pode estar envolvido no fenétipo da sindrome (KOLA et al.,1997). Embora
seja dificil selecionar genes candidatos para esses fenotipos, alguns produtos de
genes podem ser mais sensiveis ao desequilibrio na dosagem génica do que outros
(HATTORI et al, 2000). O controle bem-sucedido de problemas clinicos e
farmacoldgicos de pacientes com SD € o maior desafio médico e depende do
entendimento do metabolismo desbalanceado, induzido pela expressao elevada
desses genes que constituem o cromossomo 21(POGRIBNA et al., 2001).

Dentre os genes presentes no 21g, podem ser destacados alguns

descritos na literatura e relacionados a varios fenétipos da sindrome, a maioria deles
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exercendo influéncia na estrutura ou funcdo do sistema nervoso central. Diversos

estudos sugerem que pelo menos 15 desses genes podem ter um papel na

neuropatogénese da sindrome, além de outros envolvidos nas cardiopatias, tais

como o gene DSCAM (Down syndromecelladhesionmolecule) e 0 SH3BGR —SH3

domainbindingglutamicacid-richprotein(SANDRI et al.., 2004) —, como se pode

observar na quadro 1.

Quadro 1- Genes localizados no cromossomo 21 que possivelmente exercem
uma influéncia na estrutura ou fungéo do sistema nervoso central e podem ter
um papel na neuropatogénese

Gene

SIM2

DYRK1A

GART

PCP4

DSCAM

APP

S100B

SOD1

CSTB

MxA

ADAR2

TFF1

C2lorf2

OLIG2

Nome*

Single-m inded
homolog2
Dual-specificity
tyrosine- (Y)-
phosphorylation
regulated kinase 1A
Phosphoribosylglycina
mide form
yltransferase

Purkinjecellprotein4

Down syndrome cell
adhesion molecule

Amyloid beta-peptide

S100 Calcium Binding
Protein Beta

SuperoxideDismutase

Cystatin B

Myxovirus (influenza
virus) resistancel

Adenosinedeaminase

Trefoilfactorl

Chromosome 21open
Reading frame
Oligodendrocytelineag
etranscription factor2

Localizagéo

21g22.2

21922.13

21g22.1

21g22.2

21g22.2

21g22.3

21922.3

21g22.1

21q22.3
21q22.2

21q22.3

21922.3

21922.3

21q22.2

Possivel efeito em SD

Desenvolvimento do cérebro,
necessério para a divisado celular
sincronizada
Deficiéncia de memoria, atraso no
desenvolvimento neural,
anormalidades motoras, deficiéncia
cognitiva
Expressao durante o
desenvolvimento do cerebelo na
fase pré-natal
Etiologia do retardo mental e
deficiéncia cognitiva

Patogénese do retardo mental

Formacéo de placas senis

Envelhecimentoneuropatoldgico e
degeneracao

Aceleracao do envelhecimento pela
producdo de perdxido de
hidrogénio e oxigénio

Formacéo de placas senis

Patologia de Alzheimer

Desordens neurolégicas, como
epilepsia

Deficiéncia de migracdo neuronal e
crescimento dendritico

Deficiéncia mitocondrial no cérebro

Deficiéncia de aprendizagem

Referéncia

Capone,
2001*

Capone,
2001*
Cheonet al.,
2003"

Capone,
2001*

Capone,
2001*
Saito et al.,
2000
Capone,
2001*
Capone,
2001*
Buscigioet
al., 2002*
Capone,
2001*
Shapiro,
2001%°

Capone,
2001*

Cheonet al.,
2003
Cheonet al.,
2003
Higuchiet
al., 2000
Gulesserian
etal.,
2002**
Cheonet al.,
2003°*
Hirayanaet
al., 2003

Fonte: Recentes avancos moleculares e aspectos genético-clinicos em Sindrome de Down (Moreira

Jr,2005)).
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Korbelet al. (2009) apresentaram um mapa geneético de alta resolucdo de
fenotipos de SD baseado em uma andlise de 30 individuos portadores trissomias
segmentares raras de varias regides do HSA21.

Os autores usaram tecnologias da gendmica e mapearam trissomias
segmentares susceptiveis de estar envolvidas no desenvolvimento de 8 fendtipos
de SD, 4 dos quais sdo mas-formacdes congénitas, incluindo leucemia
megacariocitica aguda, doenca mieloproliferativa transitoria, doenca de
Hirschsprung, estenose duodenal, anus imperfurado, retardo mental grave, doenca
SD-Alzheimer, SD e doenca cardiaca congénita (DSCHD) (KORBEL et al., 2009).

Nesse estudo, o mapa fenotipico da SD foi localizado DSCHD a um
intervalo de <2 Mb. Além disso, 0 mapa permitiu aos autores apresentarem provas
contra o necessario envolvimento de outros locais, bem como hipoteses especificas
que foram apresentadas em relacdo a etiologia da SD, ou seja, 0 consenso da
presenca de uma Unica regido de SD e a suficiéncia de DSCR1 e DYRK1A podem
causar varios fenotipos graves de SD (KORBEL et al., 2009).

No ano de 2000, o grupo Shibuyaet al., no Jap&o, isolaram dois novos
genes, designados DSCR5 e DSCR6, regido critica (ICSD) da SD no cromossomo
21g22.2, regido essa que tem sido definida como regido minima de sobreposi¢do
das parciais trissomia 21 pacientes e localizada entre t (4; 21) ponto de ruptura e
ERG (aproximadamente 1,6 Mb). Os genes DSCR5 e DSCR6 consistem de 6 € 5
exons (partes do DNA que sédo convertidas em RNA mensageiro),
respectivamente. O uso alternativo da transcricdo dos sitios de inicio e de eventos
de splicing alternativo pode produzir diferentes espécies de RNA e proteinas a partir
de ambos 0s genes.

O gene DSCR5 é expresso em varios tecidos humanos examinados,
enquanto o gene DSCR6 é expresso apenas nos tecidos limitados a baixo
nivel. Assim, DSCR5 e DSCR6 foram descritos como candidatos a patogénese de
Sindrome de Down, embora a funcdo destes genes continue sendo
investigada(SHIBUYA et al., 2000).

Tentando desvendar o retardamento mental da SD, Fernando-Miguel et
al., em 2004, decidiram avaliar o nivel de expressdao génica avaliada de sete
proteinas cujos genes sao codificados no cromossomo 21: DSCR4, DSCRS5,
DSCR6, KIR4.2, GIRK2, KCNE1 e KCNE2 no cortex cerebral fetal de SD e controles

no segundo trimestre de gravidez.
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A quantificacdo destas proteinas codificadas no cromossomo 21 revelou
que nem todos os produtos de gene de regido critica da DS sé@o sobre-expressos no
inicio da vida do individuo portador de SD, indicando que o fendtipo SD néao pode
ser simplesmente explicado pela hipétese de efeito de dosagem de gene. A sobre-
expressdo de Pig P (DSCR5) pode conduzir ou representar deficiéncia da
glycosylphosphatidylinositol —N- acetilglucosaminiltransferase, mediadas por
modificacdes e subsequente fixacdo de proteinas para a membrana plasmatica
(FERNANDO-MIGUEL et al., 2004).

2.2 CARDIOPATIA CONGENITA

2.2.1 Definicao

Anomalias congénitas (defeitos de nascimento ou malformacdes
congénitas) estdo presentes no momento do nascimento, e podem ndo ser
diagnosticadas até meses ou anos mais tarde. Elas podem estar presentes desde a
sua concepgdo, como é o caso de um defeito do cromossomo (por exemplo,
Sindrome de Down) ou mutacéo do gene (como a acondroplasia), e também incluem
os defeitos estruturais que ocorrem no periodo embrionario até o fim da sétima
semana de gestacdo (por exemplo, espinha bifida) ou no inicio do periodo fetal,
entre 8 e 16 semanas de gestacao (por exemplo, fissuras orofaciais). Ou seja, a
cardiopatia congénita geralmente se refere a anormalidades na estrutura ou funcao

do coracao que surgem antes do nascimento (BRUNEAU,2008).

2.2.2 Incidéncia

Cardiopatias congénitas ocorrem frequentemente e se manifestam de
muitas formas. Como ja foi dito por Hoffmann e outros autores, elas sdo encontradas
em 19-75 a cada 1.000 nascidos vivos (HOFFMAN et al., 2002), dependendo de
quais tipos de defeito estédo incluidas, e a incidéncia € maior se os fetos que nao
sobrevivem a termo estdo incluidos (HOFFMAN et al., 1995). Esse numero exclui
cardiomiopatia, doenga do sistema de conducdo e defeitos de lateralidade que,
embora herdada e presente no nascimento, é considerada separadamente, por sua

apresentacao clinica distinta.
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Anomalias congénitas sdo um importante problema de saude, devido ao
seu impacto sobre a saude e o bem-estar dos lactentes e criancas. No Canada,
Irvine et al. fizeram um estudo com familias e constataram que cerca de 1 a cada 25
bebés canadenses é diagnosticado com 1 ou mais anomalias congénitas a cada
ano. Entre 1998 e 2009, a taxa nacional de prevaléncia de anomalias congénitas
diminuiu de 451 para 385 por 10.000 nascimentos totais, provavelmente devido a 3
fatores: (1) aumento do diagndstico pré-natal e posterior interrupcao da gravidez; (2)
fortificacdo obrigatdria de alimentos; e (3) mudancas nos comportamentos e praticas
de salde, tais como a redugdo do uso de tabaco durante a gravidez. Apesar da
reducdo na taxa global de prevaléncia, anomalias congénitas estdo perdendo
apenas para a imaturidade como a principal causa de morte infantil (IRVINE et al.,
2015).

O estudo de Irvine fornece dados abrangentes sobre anomalias
congénitas no Canada e esta centrado em 6 categorias de anomalias congénitas:
Sindrome de Down, defeitos do tubo neural, defeitos cardiacos congénitos, fissuras
orofaciais, defeitos de deficiéncia de membros e gastrosquise. O relatorio apresenta,
em ambito nacional, dados de prevaléncia de nascimento. Fatores de risco
conhecidos, os impactos relacionados com a prevaléncia do diagnostico pré-natal e
medidas preventivas também séo discutidos (IRVINE et al., 2015).

Esse relatorio aponta a obesidade materna como um importante fator de
risco emergente para algumas anomalias congénitas. Ele também observa que o
uso de alcool e o tabagismo durante a gravidez permanecem sendo 0s principais
fatores de riscos, e exigem medidas de saude publica para a prevencao e reducéo
da prevaléncia (IRVINE et al., 2015).

O relatério também destaca a diferenca entre a prevencdo primaria e
secundaria de anomalias congénitas. A prevencao primaria envolve evitar a doenca
através de estratégias deliberadas que diminuem os riscos associados ao baixo
status socioecondémico, obesidade e ma-nutricdo, contaminantes ambientais,
doencas cronicas — como hipertensdo e diabetes — e a influéncia da idade
materna. A prevencdo secundaria envolve a identificacdo precoce de anomalias
congénitas atraves de testes de pré-natal e posterior tratamento ou interrupcédo da
gravidez com a finalidade de reduzir ou prevenir a morbidade (IRVINE et al.,2015).

Também em 1997, foi visto por Hassan et al. que a doenca cardiaca

congénita é uma causa importante da mortalidade e incapacidade infantil. Os fatores
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de frequéncia, espectro e risco que contribuem para maéas-formacgdes
cardiovasculares significativas entre os nascidos vivos foram retrospectivamente
avaliados no Hospital Universitario Aga Khan. Esse grupo reviu um total de 8.331
nascidos vivos entre julho de 1987 e dezembro de 1992. 34 bebés foram
diagnosticados com uma doenca cardiaca congénita no periodo neonatal, revelando
uma prevaléncia de 4 para cada 1000 nascidos vivos, sendo que o defeito do septo
ventricular foi a alteracdo mais comum (n = 10, 29%). Oito casos apresentaram
anomalia cromossdmica associada, sendo a mais comum a trissomia do
cromossomo 21. Abortos da mée, consanguinidade ao nascimento e diabetes
mellitus ndo foram encontrados para ser fatores de risco para doenca cardiaca

congénita nesta pesquisa.

2.2.3 Classificagdo das CC

Cardiopatias congénitas afetam a maioria das partes do coracdo e podem
ser classificadas em trés grandes categorias: cardiopatia cianética, defeitos de
obstrucdo do lado esquerdo e defeitos septacdo. Bebés com cardiopatia cianética
aparecem em azul, resultado da mistura de sangue oxigenado e nao
oxigenado. Defeitos que podem contribuir para esta condi¢cdo incluem transposicao
das grandes artérias (TGA), tetralogia de Fallot (T4F), atresia tricuspide, atresia
pulmonar, anomalia de Ebstein da valva tricispide, dupla via de saida do ventriculo
direito (DVSVD), tronco arterial comum e conexdo andmala total das veias
pulmonares (BRUNEAU, 2008).
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Figure 2- Congenital heart defects. This diagram of the adult heart illustrates
the structures that are affected by congenital heart diseases, with the
estimated incidence of each disease per 1,000 live births indicated in

parentheses. AC, aortic coarctation; AS, aortic stenosis; ASD, atrial septal
defect; AVSD, atrioventricularseptal defect; BAV, bicuspid aortic valve; DORYV,
double outlet right ventricle; Ebstein’s, Ebstein’s anomaly of the tricuspid
valve; HLHS, hypoplastic left heart syndrome; HRHS, hypoplastic right heart;
IAA, interrupted aortic arch; MA, mitral atresia; MS, mitral stenosis; PDA,
patent ductusarteriosus; PS, pulmonary artery stenosis; PTA, persistent
truncusarteriosus; TA, tricuspid atresia; TAPVR, total anomalous pulmonary
venous return; TGA, transposition of the great arteries; TOF, tetralogy of
Fallot; VSD, ventricular septal defect

Aorta: TGA (0.2), DORV (0.2), Ductus arteriosus: PDA (0.8)
PTA (0.1), IAA (0.02) ‘

Atrial septum:

ASD (1) MA (0.04)

Aortic valve: BAV (14),
AS and AC (0.8),
HLHS (0.2)

Tricuspid valve:
Ebstein's (0.1),

TA (01
N Left ventricle:

HLHS (0.2)

Atrioventricular cushion: 2
membranous VSD (4), AVSD (0.3) Ventricutar septus: VSD (4)

Right ventricle: TOF (0.4), HRHS (0.2)

Fonte: Image courtesy of F. Yeung, University of Toronto, Canada)Nature 2008;451:22.

Lesbes obstrutivas do lado esquerdo, o segundo principal tipo de
cardiopatia congénita, incluem a sindrome de hipoplasia do coracdo esquerdo
(SHCE), estenose mitral, estenose aortica, coarctacdo da aorta e interrupcao do
arco aortico. Defeitos septacdo, o terceiro principal tipo de doenca cardiaca
congénita, podem afetar a formagcdo de septos dos atrios (defeitos de septacéo
atriais, CIAs), septacdo dos ventriculos (defeitos do septo ventricular, CIVs) ou
formacdo de estruturas na parte central do coracdo (defeitos do septo
atrioventricular, DSAVSs). Outros tipos de defeito congénito que ndo se encaixam
perfeitamente nas trés categorias principais sdo valvula adrtica bicuspide e
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persisténcia do canal arterial. A doenca cardiaca congénita mais comum é valva

aortica bicuspide e, em seguida, os defeitos do septo (BRUNEAU, 2008).

2.2.4 Etiologia

Em 2009, na provincia de Shandong, na China, Liu et al. descreveram
gue a causa de aproximadamente 90% dos casos de CC é multifatorial. Pouco se
sabe sobre os fatores de risco ambientais modificaveis ou diferencas regionais. Os
autores investigaram fatores de risco ambientais para CC na provincia de Shandong
da China, a fim de melhorar a prevencdo de CC. O estudo foi realizado com um
grupo de 164 pacientes com cardiopatias congénitas e outro grupo de 328
controles, os quais foram retrospectivamente entrevistados com o objetivo de tentar
identificar fatores de risco ambientais para CC, cujos niveis foram escolaridade da
mae, asfixia neonatal ou hipdxia, nimero de gestacBes anteriores, infec¢do do trato
respiratorio superior materna, infeccdo materna e estresse mental materna durante o
inicio da gravidez.

Liu et al. concluiram que aumentar a salude mental materna, obter
aconselhamento de saude regular e testes durante a gravidez, prevenir infec¢des do
trato respiratério superior, limitar a medicacdo no inicio da gravidez, oferecer a
promocdo da saude e educacdo em saude para mulheres em idade fértil
(especialmente aquelas com menos educacédo formal) e melhorar as técnicas e os
procedimentos obstétricos podem diminuir a ocorréncia de cardiopatia congénita.

Isso é crucial para compreender a génese da doenca cardiaca congénita,
porque a desregulacdo do desenvolvimento coracdo esta na raiz da doenca. Esta
avaliacdo incide sobre estudos genéticos nos ultimos anos (CONSTANCE et al.,
2007), que apontaram as causas das doencas cardiacas congénitas
herdadas. Juntamente com a recente visdo sobre como o coracdo se desenvolve
normalmente, esses estudos tém melhorado consideravelmente a compreensao de

tais doencas.

2.25 Associagdo de CC com anomalias cromossdmicas

Cardiopatias congénitas sdo frequentemente associadas a malformagdes

nao cardiacas e anomalias cromossémicas (FERENCZ et al.., 1989). Grechet
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al.(1999) estudaram a associacdo de cardiopatias congénitas com anomalias
extracardiacas na populagéo relativamente fechada de Malta, na Europa, onde a
selecdo ecocardiografica de todas criancas sindrébmicas ou com malformacdes
multiplas € rotineiramente realizado. Malformacgdes foram classificadas pela primeira
vez. Durante 1990-1994, a prevaléncia de nascimento de cardiopatia congénita foi
de 8,8:1000 nascidos vivos (n = 231). Destes, 21 (9%) tinham sido diagnosticados
com anomalias cromossémicas; 4 (2%), diagnosticados com sindromes nao
cromossOmicas; e 14 (6%) tinham outras malformacdes ndo cardiacas. As mais
comuns anomalias ndo cardiacas eram as musculoesqueléticas. A Sindrome de
Down foi responsavel por 95% de toda a doenca cardiaca congénita sindrbmica,
com uma prevaléncia de nascimento de 0,73:1000 nascidos vivos.

A comparacdo destes resultados com estudos anteriores mostrou
grandes disparidades entre os estudos, o que foi atribuido as diferencas nos
métodos, tais como critérios diversos de inclusdo para ambos: doenca cardiaca
congénita, sindromes e malformacfes. A lesdo mais comum encontrada em
associacdo com a Sindrome de Down foi isolado defeito do septo ventricular isolado,
e nao o defeito do septo atrioventricular, e isso foi atribuido ao nosso processo de
triagem que identifica pequenas lesdes, que de outra forma teria sido clinicamente
perdidas e/ou fechadas espontaneamente (GRECH et al.,1999).

Hartmannet al. (2011) também tiveram por objetivo avaliar a frequéncia de
anomalias cromossdmicas entre as criancas com CC, em uma analise de dados
levantados. Os autores revisaram dados do Programa de Defeitos Congénitos de
Atlanta, um sistema de vigilancia de malformacfes congénitas, com o propésito de
avaliar a frequéncia de anomalias cromossdmicas entre recém-nascidos vivos e
mortes fetais com CC entregues entre 1 de janeiro de 1994 e 31 de dezembro de
2005. Entre 4430 criangas com CC, 547 (12,3%) tiveram uma anomalia
cromossOdmica. CC com maior probabilidade de serem associadas a uma anomalia
cromossOmica foram: interrupgdo do arco aortico (tipo B 69,2%), defeito do septo
atrioventricular (67,2%) e do ventriculo direito dupla via de saida do ventriculo direito
(33,3%). As anormalidades cromossOmicas mais comuns observadas foram
trissomia 21 (52,8%), trissomia 18 (12,8%), delecédo 22q11.2 (12,2%) e trissomia 13
(5,7%). Os autores concluiram, nesse estudo, que cerca de 1 a cada 8 criangas com

CC teve uma anomalia cromossdmica.
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Digilioet al. (1999) estudaram especificamente a patologia Defeito do
Septo Atrioventricular total (DSAVT), frequentemente associada a anomalias
extracardiacas. A associacdo de DSAVT com Sindrome de Down e heterotaxia
(situsambigus, ou seja, existe uma alteracdo congénita na distribuicdo dos 6érgaos
toracicos e abdominais) que tem sido estudada extensivamente, porém existe pouca
informacdo sobre a prevaléncia da sindrome genética e outras malformagdes
cardiacas em pacientes com DSAVT sem SD. Os autores observaram que a forma
total, ou seja, o DSAVT ¢é mais prevalente quando existem alteracbes
cromossOmicas.

Bruneau (2008) relatou em seu estudo que a cardiopatia congénita é a
principal causa de morbidade infantil no mundo ocidental, mas s6 nos ultimos anos
sua etiologia tem sido compreendida. Estudos recentes descobriram a base genética
para algumas formas comuns da doenga, proporcionando uma nova Visao sobre
como o coracdo se desenvolve e como a desregulacdo do desenvolvimento do
coracao leva a doenca.

Mortalidade e morbidade variam de acordo com a gravidade da doenca
cardiaca congénita e podem ser graves. As mdultiplas cirurgias necessarias para
corrigir muitos defeitos anatémicos podem ser debilitantes, e a qualidade de vida é
bastante comprometida. As criancas com cardiopatia congénita, frequentemente,
desenvolvem disturbios neurolégicos, mesmo que a crianca hdo seja submetida a
cirurgia, indicando um importante efeito secundario das cardiopatias congénitas no
atero (MILLER et al., 2007). Portanto, € crucial compreendermos os efeitos das
doencas cardiacas congénitas na fisiologia pré-natal e pés-natal.

Embora os principais defeitos subjacentes que causam a cardiopatia
congénita sejam pensados enquanto mutacdes em reguladores de desenvolvimento
do coracdo durante a embriogénese (PIERPONT et al.,, 2007), os dados
epidemioldgicos também apontam para influéncias ambientais (JENKINS et al.,
2007). Por exemplo, a exposicao pré-natal aos inibidores da angiotensina-enzima de
conversdo aumenta o risco de varias malformagfes congénitas, incluindo aqueles
que causam doencas cardiacas (COOPER et al., 2006). No entanto, estes estudos
epidemiologicos tém sugerido, na maioria das vezes, o risco, em vez de identificar
0S mecanismos de doencga subjacente.

Um componente genético para doencas cardiacas congénitas foi

inicialmente implicado por sua recorréncia em familias. Existem estudos que
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mostram uma associacdo de cardiopatias congénitas com sindromes de
microdelecdo hereditdrias em que uma regido cromossOmica que contém muitos
genes é excluida. Além dessas sindromes de microdelecdo, pouco se sabe sobre a
genética das doencas cardiacas congénitas. Na verdade, os geneticistas e médicos
debateram se cardiopatias congénitas podem ser causadas por um defeito de um
anico gene (BRUNEAU, 2008).

Essas discussdes recrudesceram quando foram observados casos em
que diferentes membros de uma familia podem ter defeitos anatomicamente
distintos (por exemplo, um membro com um CIA, um com T4F e um com uma
CIV). Estes fendtipos clinicos aparentemente discordantes que surgem dentro de
uma familia eram dificeis de racionalizar. Aléem disso, defeitos leves ou
intermediarios (“forma-frusta”), tais como aneurismas do septo atrial, sdo, por vezes,
descartados ou ndo diagnosticados; portanto o padrdo de heranca genética de
doencgas cardiacas congénitas muitas vezes néo é claro (BRUNEAU, 2008).

O desenvolvimento anormal do coracdo durante a embriogénese levando
a cardiopatia congénita e compreendendo assim como normalmente o coracdo se
forma, é importante. Os mecanismos regulatorios envolvidos no estabelecimento do
inicio coracdo e regular a sua morfogénese tém sido estudados
extensivamente (OLSON et al.,2006; SRISVASTAVA et al.,, 2006). Os primeiros
progenitores cardiacos resultam de mesoderme lateral, controlado por uma cascata
de interagir fatores de transcricdo. Entradas adicionais provém de moléculas
segregadas, tais como fatores de crescimento de fibroblastos, proteinas
morfogenéticas Osseas, proteinas Wnt (sdo glicoproteinas secretadas que
desempenham papéis essenciais no desenvolvimento embrionario e fetal e na
manutenc¢ao dos tecidos) e outros.

Algumas descobertas esclareceram a origem dos precursores cardiacos e
a sua regulacao. A descoberta de uma "segunda” no campo do coracao (SHF) levou
a repensar a origem e padronizacao do coracdo embrionario (BUCKINGHAM et al.,
2005). O SHF é medial e dorsal para os cardiomidcitos de diferenciagdo precoces
que compdem o “crescente cardiaca", e da origem a uma grande porgao do coragao,
incluindo a via de saida, ventriculo direito e a maioria das auriculas. O SHF é
subdividido em um numero de piscinas de linhagem que contribuem tanto para
estruturas anteriores (tais como a via de saida) quanto para componentes

posteriores (como o0s atrios). Essas descobertas ajudam a explicar como mutacdes
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associadas a cardiopatia congénita podem, por afetar apenas as linhagens de
células especificas dentro da SHF, resultar em defeitos nas estruturas cardiacas

especificas.
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Figure3 - Heart development.a, Early steps in heart development. Diagrams of
heart development are shown in ventral views. At the earliest stages of heart
formation (cardiac crescent), two pools of cardiac precursors exist. The first

heart field (FHF) contributes to the left ventricle (LV), and the second heart field
(SHF) contributes to the right ventricle (RV) and later to the outflow tract (OT),

sinus venosus (SV), and left and right atria (LA and RA, respectively). V,
ventricle.b, Maturation of the heart. The cardiac cushions (CC) will give rise to
the atrioventricular valves. The ventricular septum (VS) arises from

myocardium from the left and right ventricles. Atrial septation (AS) occurs by

the growth of two septa: the primary septum (green) and the secondary septum
(pink). Outflow tract septation separates the common outflow tract (OT) into
the aorta (AO, connected to the left ventricle) and the pulmonary artery (PA,
connected to the right ventricle). (An interactive version of the figure can be

found at http://pie.med.utoronto.ca/HTBG/ index.htm.)
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Fonte: Images courtesy of F. Yeung, University of Toronto, Canada.).Nature 2008;451:23.
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Progressos também tém sido feitos na compreensdo de como o lago de
precursores cardiacos indiferenciados que contribuem para a SHF surge e como seu
desenvolvimento posterior é regulado. Curiosamente, as linhagens cardiovasculares
(miocardio, endocéardio e do musculo liso) derivam de precursores comuns que se
ramificam sequencialmente fora como tipos de células especializadas (WU et al.,
2006). Esta estratégia € semelhante ao utilizado pelo sistema hematopoiético. O
regulamento da expansdo e a alocacdo dos precursores cardiacos precoces tém
sido atribuidos, em grande parte, a familia Wnt de moléculas secretadas. No
entanto, o Wnts sao importantes, e ainda € preciso determinar a partir de onde eles
sinalizam .

Um principio importante no desenvolvimento do coracdo € que a
regulacdo de diferentes linhagens celulares deve ser rigorosamente controlada para
que a linhagem correta se diferencie na hora certa e no local correto. Trabalhos
recentes no peixe-zebra tém mostrado que um nivel-chave de regulacéo pode ser a
repressdo ativa do programa cardiaca na placa anteriorlateral do mesoderme
adjacente a precursores cardiacos, por imposi¢cdo de um hematopoiético e programa
do endocéardio (SCHOENEBECK et al., 2007).

O tamanho do campo do coracdo no peixe-zebra é controlado
negativamente por acido retindico; assim, € influenciado por ambos os
determinantes especificos de células do tipo e pelas grandes pistas de
padronizacdo. No SHF em ratos, o fator de transcricdo NKX2-5 limita a expanséo de
células progenitoras cardiacas e promove o seu potencial de diferenciacdo: em ratos
sem NKX2-5, asuperproducdo precoce de células progenitoras é seguida pela
proliferacdo diminuida de células SHF, resultando em uma via de saida menor,
assim como o ventriculo direito (PRALL et al., 2007).

O papel dos fatores de transcricdo no desenvolvimento do coracdo esta
bem estabelecido (OLSON et al., 2006), mas pouco se sabe sobre o papel dos
fatores que modificam a estrutura da cromatina, isto €, as fibras de DNA e de
proteinas (conhecidas como histonas) que formam cromossomos e cuja embalagem
pode restringir ou permitir a ativacdo do gene. O BAF60C (também conhecido como
SMARCD3), uma subunidade do Swi/SNF (como complexo-remodelacdo da
cromatina BAF), liga fisicamente fatores de transcricdo cardiacas ao complexo
BAF. Perda de BAF60C resulta em graves defeitos na morfogénese cardiaca e

ativacdo diminuida de um subconjunto de genes cardiacos.
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Curiosamente, uma reduc¢do parcial dos niveis de BAF60C leva a defeitos
mais restritos na formacao via de saida, sugerindo que a regulagdo da dosagem de
complexos de remodelacdo da cromatina € crucial para o desenvolvimento normal
do coracdo. Considerando que os complexos BAF podem alterar a estrutura da
cromatina, outras proteinas de remodelacdo da cromatina podem modificar histonas,
e estas proteinas também séo importantes para a formacdo do coracdo. A histona-
metiltransferase restrito musculo SMYD1 (também conhecido como BOP) € um
regulador importante do crescimento e de diferenciacdo das camaras cardiacas. No
que diz respeito ao coragao, a histona-desacetilases, na sua maioria, tem sido
caracterizada como tendo um papel na hipertrofia, mas também é importante no
desenvolvimento do coragdo (MONTGOMERY et al., 2007).

Estudos genéticos humanos identificaram varios genes que Ssao
responsaveis por doencas cardiacas congénitas hereditarias e esporadicas. A
maioria destes genes codificam fatores de transcricdo que regulam eventos
especificos no desenvolvimento do coracdo, tais como a formacdo de septos
ventricular ou morfogénese da via de saida. O primeiro identificou a mutacdo de um
anico gene, dando origem a uma doenca cardiaca congénita hereditaria que estava
no gene fator de transcricdo T-box TBX5, causador da sindrome de Holt-Oram
(HOS) (BASSON et al., 1997; LI et al., 1997). HOS inclui, predominantemente, CIAs,
ClVs e defeitos do sistema de conducdo. Logo apds essa primeira descoberta,
mutagbes no NKX2-5 foram identificadas em familias com CIAs herdadas e
bloqueio atrioventricular (SCHOTT et al., 1998), e mutacdes no NKX2-5 também
foram encontradas em familias com diversas les6es de doencas cardiacas
congénitas, incluindo CIVs, anomalia de Ebstein e T4F (BENSON et al., 1999).
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Figure 4 - Origin and genetic aetiology of congenital heart disease. Three major
classes of developmental defects are indicated: defects in atrial septation, in
ventricular or atrioventricularseptation, and in the great vessels. The types of
congenital heart disease that occur within each class are indicated, with the
associated mutated genes listed. Genes for which mutations result in discrete

congenital heart diseases are indicated in black; genes that are mutated in
congenital heart diseases that are part of a wider syndrome (also involving
defects that are not associated with congenital heart disease) are indicated in
blue. CRELD1, cysteine-rich with epidermalgrowth-factor-like domains 1;
KRAS, ki-Ras; PTPN11, protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11;

SOS1, son of sevenless homologue 1
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Fonte: Canada.)Nature 2008;451:24

Estes resultados forneceram a percep¢do de que a haploinsuficiéncia

(variacdo do numero de copias de um gene que resulta em uma diminuicdo da
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dosagem de genes devido a qualquer mutagcéo de perda de funcdo) de um fator de
transcricdo é importante no desenvolvimento e esta na raiz da doenca, podendo
explicar o padrdo de hereditariedade dominante e caracteristico da doenca. A
importancia da dosagem de fator de transcricéo foi confirmada por meio de modelos
de ratos realizados por Biben (2000) e Bruneau (2001). Um achado relevante deste
trabalho é que TBX5 e NKX2-5 podem interagir fisicamente e sinergicamente para
ativar seus alvos a jusante, fornecendo conhecimento sobre como mutacdes podem
alterar qualquer uma destas proteinas, afetando a expressdo genética cardiaca e

levar & doenca.

Figure 5 - Modelling human congenital heart diseases in mice, and dosage-
dependent regulation of cardiac morphogenesis. a, Heart magnetic resonance
iImaging section of a mouse that is heterozygous for a Tbx5 mutation,
demonstrating an ASD (arrow), as also seen in humans heterozygous for a
TBX5 mutation. (Panel adapted, with permission, from ref. 25.) b, A partial
(about 60%) reduction in TBX20 levels leads to a hypoplastic right ventricle
and PTA, as also seen in humans heterozygous for a TBX20 mutation. The
outline of the heart is translucent white; the fill of the atria is purple; the fill of
the ventricles and outflow tract is dark red; the aorta is blue; and the
pulmonary artery is light red. E, day of embryonic development. (Panel adapted
from ref. 65.) Nature 2008;451:24

b Wild-type (E13 Mild Thx20 knockdown

Fonte: Panel adapted from ref. 65.Nature 2008;451:24

A importancia da interacdo dos fatores de transcricdo foi enfatizada por
estudos que demonstraram que as mutacdes no fator de transcricdo do zinco que

codifica o0 gene GATA4 causa defeitos na formacao de septos (GARG et al. 2003). O
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GATA4, muito estudado como um regulador da expressao génica cardiaca, interage
fisicamente com NKX2-5 (OLSON et al, 2006; SRIVASTAVA et al,
2006). Interacbes defeituosas entre GATA4 e NKX2-5 e entre GATA4 e TBX5
podem levar a cardiopatias congénitas causadas por mutacbes no genes
GATAA4. Assim, com base na clonagem posicional em trés tipos de cardiopatia
congénita com defeitos que se sobrepdem, trés fatores de transcri¢cdo cardiacos que
interagem foram identificados como reguladores sensiveis a dosagem na formacéao
do coracéo.

Kampet al. publicaram um estudo realizado em ratos, em 2010, em que
foi descrita uma tentativa de elucidagdo da cardiopatia congénita. Para identificar
novos genes relacionados a CC, foi realizado um rastreio genético para identificar
linhas de rato mutante com cardiopatia congénita. Um aumento marcado da
letalidade perinatal foi observado no grupo tratado com agente mutagénico em
comparacdo com uma populacdo de retrocruzamento—€ um cruzamento de um
hibrido com um de seus pais ou um individuo geneticamente similar aos seus pais
com o intuito de alcancar descendentes com uma identidade genética mais proxima
possivel dos seus pais —nao tratada.

Patologias cardiacas letais perinatais revelaram defeitos cardiovasculares
em 79 filhotes de 47 de 321 linhas mutagenizados. Todas as anormalidades
estruturais identificadas foram analogas a formas previamente descritas de CC em
humanos. Além disso, padrdes de recorréncia fenotipicas e de variancia em todas as
linhas foram semelhantes aos padrdes de prevaléncia CC e com recorréncia em
humanos. Os autores mapearam o0 lécus responsavel por defeitos do septo
atrioventricular hereditarias em seis linhas (avcl-6). Nesse trabalho os autores
demonstraram que CC “esporadica” pode ter grande componente genético e
estabeleceram uma abordagem pratica e eficiente para identificar os genes
candidatos a CC (KAMP et al., 2010).

Ainda em outro estudo em ratos, um outro gene, fator de
transcricdo Thx1, foi apontado como o culpado de um Unico gene provavel em
22011 sindrome de microdelecéo (também conhecida como sindrome de DiGeorge),
que se caracteriza por doencas cardiacas congénitas como T4F, canal arterial e
interrupgéo do arco aortico (LINDSAY et al.,, 2001; MERSCHER et al., 2001). Esta
conclusao foi apoiada pela identificacdo de mutagcdes no gene TBX1 em pacientes

com caracteristicas de 22qll com sindrome de microdele¢do, mas sem uma
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microdelecéo (YAGI et al., 2003). Gene Tbhx1 é expresso no SHF e é importante
para a sua expansao normal (HU et al., 2004; XU et al., 2004). Outros genes dentro
da regidao critica 22qll provavelmente também podem contribuir para a
sindrome. Assim, uma deficiéncia de um tal gene, Crkl, resulta em defeitos
semelhantes em um modelo de ratinho e exacerba a eliminacdo de Thx1 (GURIS et
al., 2006; MOON et al., 2006).

A rede conhecida por interagir os fatores de transcricdo cardiacos
continuou a crescer em tamanho e complexidade com a identificacdo do gene Spalt
familiar SALL4, causador da sindrome Okihiro, que inclui doencas cardiacas
congénitas e defeitos nos membros quase idénticos aos da sindrome de Holt Oram
(AL-BARADIEet al., 2002) — e a identificacdo de mutacbes no gene TBX20 em
familias com CIAs, CIVs, defeitos nas valvulas e crescimento de céamara
prejudicada (KIRK et al., 2007).

O gene SALL4 interage fisicamente e geneticamente com TBX5 no
padrao do septo interventricular em um modelo de rato (KASHIBA-TAKEUCHI et al.,
2006). Considerando TBX5 e SALL4, eles podem funcionar em conjunto para
reprimir ou ativar a expressao do gene (dependendo do gene-alvo); TBX5, GATA4 e
NKX2-5 tém a funcao, juntos, apenas de ativar genes. Os padrdes de expressao que
se sobrepdem e as complexas interacdes destes fatores de transcricdo permitem a
regulacdo da expressao do génica e da morfogénese cardiaca.

As mutacbes em TFAP2B— que codifica o fator de transcricdo de
ativacao de ligacdo e potencializador da proteina-2 E(AP2 B) — sdo expressas por
células da crista neural e tém sido associadas ao canal arterial em familias com
sindrome Char, fazendo com que a regulacdo da funcdo da crista neural seja
importante para o fechamento normal do canal arterial (SATODA et al., 2000). No
entanto, a funcdo de AP2 Eno desenvolvimento do coracdo € desconhecida. Além
disso, as mutacbes no gene que codifica a proteina do horménio da tireoide
associada ao receptor 2 (THRAP2) — uma subunidade do complexo de mediador, o
qual é essencial para a ativacdo da transcricdo —tém sido relatadas em uma familia
com TGA e em casos esporadicos de TGA (MUNCKE et al., 2003), mas pouco se
sabe sobre este gene ou como ele funciona no desenvolvimento da via de saida.

Embora o conceito de que fatores de transcricdo possam participar de um
conjunto complexo de interagbes, tem sido importante para a compreensdo da

regulacdo da expressdo génica cardiaca, bem como a etiologia de doencas
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cardiacas congénitas e seus padrdes de herancga, alguns alvos foram identificados, e
estes podem explicar a base celular precisa para cardiopatias congénitas.

Existe uma classe recém-identificada de pequenos RNAs néo codificantes
chamada de microRNAs (miRNASs). Estas pequenas RNAs (21 de nucleotideo)
modulam a funcdo da proteina através da ligacdo do RNA mensageiro, resultando
em repressdo da traducdo ou na degradacdo do mMRNA alvo (AMBROS,
2004). Recentemente, um numero de mMIARNsS mostrou como funciona no
coracao (VAN ROOIJ et al., 2007). Potencialmente de maior relevancia para a
doenca cardiaca congénita, miR-1 demonstrou ser importante no desenvolvimento
embrionario do referido 6rgédo (ZHAO et al., 2005; ZHAO et al., 2007).

Dois genes separados, miR-1-1 e miR-1-2, S0 expressos no coragado em
desenvolvimento, e experiéncias na expressao transgénica excessiva sugeriram que
estes genes podem estar envolvidos na regulacdo da proliferagéo de cardiomidcitos.
Ambos os genes estdo sob o controle do fator de resposta do soro, indicando que
eles fazem parte de um programa de desenvolvimento regulado por fatores de
transcricdo cardiaca (ZHAO et al., 2005). Tem sido demonstrado que o miR-1 tem
como alvo o fator de transcricdo cardiaca HAND2, que est4d implicado no
crescimento do coracdo embriondrio, bem como varios outros reguladores de
crescimento e desenvolvimento cardiaco.

Uma abordagem de metas de gene descobriu que a exclusdo de miR-1-
2 resulta em defeitos cardiacos que incluem CIVs. Ratos sobreviventes tém defeitos
do sistema de conducdo e aumento da proliferacdo de cardiomiécitos (ZHAO et
al.,2007). Assim, a desregulacdo de miR-1 ou outras alteracfes importantes no
desenvolvimento do miRNAs podem resultar em doenca cardiaca congénita em

humanos.

2.2.6 Regidao criticado cromossomo 21

Barlow et al. (2001) propuseram uma regido no cromossomo 21
denominada DSCAM (molécula de adeséo celular da sindrome de Down) como
regido do cromossomo 21 relacionada a cardiopatia congénita. Um painel de 19
individuos com trissomia parcial 21 foi avaliado utilizando andlise quantitativa de
dosagem de Southern blot e hibridizac&o fluorescente in situ (FISH), método que

utiliza recursos moleculares para analisar os cromossomos. Ou seja,é o
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mapeamento de um gene por hibridizagdo molecular de uma sequéncia de DNA
clonada (sonda ou probe),marcada por fluorescéncia em um cromossomo espalhado
emlamina, com subconjuntos de 32 BACs (Bacterial artificial chromosome),
abrangendo a regido definida por D21S16 (219l11.2) através do teldmero, que
éumaestrutura constituida por fileiras repetitivas de proteinas e DNA nédo
codificantea qual forma as extremidades dos cromossomos.

Estes BACs abrangem os marcadores moleculares D21S55, ERG, ETS2,
MX1 /2, colagéno XVIII e colagéno VI A1/A2. 14 individuos sdo duplicados para a
regido candidata, dos quais 8 (57%) tém o espectro caracteristico de SD e CC.A
combinacdo dos resultados destes oito individuos sugere que a regido candidata
para SD e CC é demarcada por D21S3 (definida por comunicacédo interventricular),
através de PFKL(phosphofrutose-kinaseliver) (definida pela tetralogia de
Fallot).Estes dados sugerem que a presenca de trés copias de gene(s) da regido é
suficiente para a producéo de subconjuntos de SD e CC(BARLOW et al.,2001).

Esta regido ndo inclui genes localizados perto de D21S55, previamente
propostos como uma regido critica de SD, ou 0s genes que codificam colagénos VI e
XVIII. Dos candidatos a genes potenciais na regido SD-CC, a DSCAM é notavel, na
medida em que codifica uma molécula de adesao celular, ultrapassando mais de
840 kb da regido candidata e sendo expressa no coracao durante o desenvolvimento
cardiaco. Dadas estas propriedades, propomos DSCAM como um candidato a SD e
CC(BARLOW et al., 2001).
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Figure 6 - Narrowed DS-CHD candidate region and genes. Solid lines indicate
regions of known duplication; open boxes indicate deleted regions. The
candidate region is defined as the minimal region of molecular overlap

between the individual duplications. Abbreviations denote atrial septal defect

(ASD), ventricular septal defect (VSD), atrioventricularseptal defect (AVSD),
pulmonic stenosis (PS), and tetralogy of Fallot (TOF). The candidate region is

denoted by a line with arrows at both ends, with the extent of the region in

kilobasepairs indicated at the left of this line. The locations of known genes
mapping within the candidate region are indicated by black bars to the left of
the gene symbols. Genes mapping within the candidate region include but are
not limited to: Down syndrome Critical Region 2 (DSCR2), high mobility group
protein 14 (HMG14), tryptophan-rich basic protein (WRB), SH3-binding domain

glutamic acid-rich protein (SH3BGR), GIcNAc-beta-1,3-galactosyltransferase 5

(B3GALTS5), Purkinje cell protein 4 (PCP4), Down syndrome cell adhesion
molecule (DSCAM), beta-site APP-cleaving enzyme 2 (BACEZ2), myxovirus
resistance 1/2 (MX1/2), transmembrane protease serine 2 (TMPRSS2), white
protein homolog 1 (ABCGL1), trefoil factor 3 (TFF3), trefoil factor 2 (TFF2), trefoil
factor 1 (TFF1), human homolog to mouse testis specific gene 2 (TSGA2),
cGMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase type 9 (PDE9A), PBX/knotted-1

homeo box-1 (PKNOX1), cystathionine beta-synthase (CBS), alpha crystallin A

chain (CRYAA), heat shock transcription factor 2 binding protein (HSF2BP),
H2B histone family S member (H2BFS), human pyridoxal kinase (PDXK),
cystatin B (CSTB), transmembrane protein 1 (TMEML1), periodic tryptophan
protein 2 (PWP2), ES1 protein homolog (HES1), autoimmune regulator (AIRE),
and phosphofructo-kinase liver type (PFKL). A complete list of the genes
mapping within the region is presented in Hattori et al.20 and at .Barlow.GM.,
2001:3(2): 97
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Em 2011, Liu et al. viram que regides no cromossomo humano 21
(Hsa21l) séo sinteticamente comparadas (ou seja, existe similaridade no contetdo e
na organizacao entre os cromossomos de diferentes espécies), com trés regides
localizados no cromossomo do rato 10 (Mmul10), Mmul6 e Mmul7. No estudo feito
pelos autores, eles analisaram o impacto de duplicagfes de cada regido sinténica no
desenvolvimento cardiovascular em ratos e descobriram que somente a duplicagéo
de Mmul6, ou seja, Dp (16) 1Yey, esta associada a defeitos cardiacos.

Além disso, geraram dois modelos de ratos novos que levam a uma
duplicacéo 5,43 Mb e a uma eliminacao reciproca entre Tiam1 e Kcnj6; e utilizando
engenharia cromossémica Dp (16Tiam1-Kcnj6) Yey / + e Df (16Tiam1-Kcnj6) Yey/+,
respectivamente, dentro do 22,9 Mb, regido sinténica, em Mmul6. Descobriram que
a DP (16Tiam1-Kcnj6) Yey / +, mas ndo de Pd (16) 1Yey / DF (16Tiam1-Kcnj6) Yey,

resultou em defeitos cardiacos, indicando que triplicacéo da regido de Tiam1-Knj6 é
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necessaria e suficiente para fazer com que a SD tenha CC. Portanto,0s autores
estabeleceram a menor regido genbmica critica para defeitos cardiacos em
pacientes com SD e estabeleceram as bases para a identificacdo do genecausal
para este fendtipo(LIU et al., 2011).

Figure 7 - Genomic dissection od DS-associated heart defects in mice
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Fonte: LIU, C. etal., p. 623-32, nov. 2011.

Genetic dissection of DS associated heart defects in mice.

Em 2015,Ramachandranet al. fizeram um estudo para identificar a
contribuicdo de variantes genéticas comuns ao defeito do septo atrioventricular
associado a Sindrome de Down. Em comparacdo com a populacdo euploide, os
bebés com Sindrome de Down, ou trissomia 21, tém um risco aumentado de 2000
vezes de apresentar defeitos do septo atrioventricular. A causa deste risco
aumentado permanece indescritivel. Os autores apresentaram dados do maior
estudo cardiaco realizado em pacientes trissbmicos, usando uma colegcédo
cuidadosamente caracterizada de individuos de extremidades do espectro
fenotipico.

Realizaram um estudo em 452 individuos com Sindrome de Down,
constituidos por 210 casos com defeito septoatrioventricular completo, e 242
controles com coracbes estruturalmente normais. Nenhuma variante individual
conseguiu significancia para todo o genoma. Foram identificadas quatro regides
dissbmicas (1p36.3, 5p15.31, 8g22.3 e 17922) e duas regides trissbmicas no
cromossomo 21 (ao redor dos genes PDXK e KCNJ6), as quais mereceram uma
investigacdo mais aprofundada em grandes estudos de replicacéo.

Os dados desse estudo mostraram que algumas variantes genéticas
comuns com defeito de tamanho grande ndo contaram para o elevado risco de
Sindrome de Down associadaa defeitos septo atrioventricular. Em vez disso,

multiplas variantes de tamanhos de efeito de baixo a moderado podem contribuir
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para esse risco elevado, destacando a arquitetura genética complexa de defeitos do
septo atrioventricular, mesmo na populacdo de Sindrome de Down altamente
suscetivel RAMACHANDRAN et al., 2015).

2.3 CARDIOPATIA CONGENITA E SINDROME DE DOWN

2.3.1 Prevalénciade CC na SD

Cerca de 50% a 60% dos portadores de SD apresentam algum tipo de
cardiopatia congénita ao nascimento (STOLL et al., 2015). Trabalhos na literatura
realizados por variosgrupos, como Paula et al. (2014),De Rubens Figueroa et
al..(2003)e Weijerman et al. (2010), dentre outros, relatam a prevalénciada CC em
portadores de SD. O tipo de CC varia muito, podendo ser encontradas desde
simples  comunicacbes interventriculares (FREEMAN et al., 1998;
GUITTI,2000;ALABDULGADER, 2001; BASPINAR et al., 2006; NARAYANAN et al.,
2014; NAZARI et al.,, 2016)ou comunicacdes interatriais (NISLI et al., 2008;
ELMAGRPY et al., 2011; KIM et al., 2014; MOURATO et al., 2014; BERMUDEZ et
al., 2015; MORSY et al.,, 2016) até cardiopatias mais complexas. Dentre as
cardiopatias complexas, os varios tipos de defeitos do septo atrioventricular (WELLS
et al.,, 1994; NISLI et al., 2008; SCOTT; THAME, 2014) podem ser encontrados
nesses pacientes, sendo esta a cardiopatia classica nessa populacao.

Bergstromet al. (2016) estudaram criancas nascidas com cardiopatia
congénita e SD no periodo de 1992 e 2012, na Suécia. Os autores observaram que
anomalia cardiaca congénita foi diagnosticada em 54% das criancas com Sindrome
de Down. Os autores ainda observaram que o risco de defeitos congénitos
complexos diminuiu ao longo do tempo.

Em comparacdo com 1992 a 1994, o risco em 2010 para 2012 foi
reduzido em quase 40%. Em contraste, 0s riscos para isolado defeito do septo
ventricular ou defeito do septo atrial apresentaram aumentos significativos nos
altimos anos. No geral, os 3 diagndsticos mais comuns foram defeito do septo
atrioventricular, CIV e CIA, sendo responsavel por 42%, 22% e 16% dos defeitos
cardiacos congénitos, respectivamente (BERGSTROM et al.,2016).

Embora o defeito do septo atrioventricular tenha sido muito mais comum

do que CIV em 1992 e 1994, eles eram igualmente comuns entre os anos de 2010 e
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2012.Dessa forma, os autores concluiram que as cardiopatias congénitas
complexas tornaram-se menos comuns em criancas com diagnéstico de Sindrome
de Down, e essa mudanca fenotipica pode ter sido resultado de aborto seletivo de
fetos com Sindrome de Down de melhorias gerais no diagndstico pré-natal de
cardiopatias congénitas complexas (BERGSTROM et al.,2016).

Em 2009, um grupo de autores na Arabia Saudita estudou se o fato de
consanguinidade entre os pais influenciaria na incidéncia de cardiopatia congénita
em criancas com SD, j& que naguele pais existe um alto indice de casamento com
consanguinidade. Foi um estudo prospectivo emtodas as criangas com SD,
comprovado por pesquisas clinicas e citogenéticas. Importa ressaltar que
a consanguinidade dos pais também foi documentada. Os autores encontraram uma
frequéncia ligeiramente maior de CC em criancas com SD nesse grupo de pacientes
com elevada taxa de casamento consanguineo,sendo a lesdo mais comum a
comunicacao interventricular e uma baixa incidéncia de cardiopatia cianogénica(AL-
JARALLAH,2009).

2.3.2 Prevaléncia do género na SD

Pinto et al. (1990) investigaram as razf8es pelas quais pacientes do sexo
feminino com Sindrome de Down prevalecem no ambulatério de Pediatria
Cardiologia em comparacdo com a maior incidéncia de Sindrome de Down entre as
criangas do sexo masculino nascidas vivas. Os autores revisaram 277 casos de
Sindrome de Down, sendo 119 do sexo masculino (42,96%) e 158 do sexo feminino
(57,04%), de 1970 a 1987. Um diagnostico final do tipo da doenca cardiaca
congénita foi realizado entre os 210 casos, sendo 85 do sexo masculino (40,47%) e
125 do sexo feminino (59,38%). Esta distribuicdo diferente entre os sexos foi
significativa (P inferior a 0,01), quando comparada com a da populagcdo em geral
(4.150 pacientes, 2.108 homens e 2.042 mulheres). A lesdo dominante foi o defeito
do septo atrioventricular (130 casos; 46 homens [54,11%] e 84 do sexo feminino
[67,20%]). A incidéncia desta lesédo cardiaca (DSAV) foi semelhante entre os
pacientes sem Sindrome de Down.

Os autores sugeriram que existiriam fatores determinantes moleculares
da Sindrome de Down poderiam influenciar na preponderéancia de defeito do septo

atrioventricular em mulheres, aumentando sua incidéncia, enquanto tais fatores
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pareceriam agir de forma negativa no que diz respeito a presenca de cardiopatias

congénitas,onde existiria prevaléncia do sexo masculino (PINTO et al.., 1990).

2.3.3 Complicacdes clinicas e tratamento cirargico da cc na SD

Adicionalmente, os portadores de Sindrome de Down tém maior
sensibilidade e uma tendénciaa desenvolver hipertensdo arterial pulmonarmais
precocemente(MOURATO et al.,, 2014), o que torna as cardiopatias que evoluem
com hiperfluxo pulmonar um problema ainda maior. Em 2015,Espinola-Zavaleta,
num estudo em pacientes com SD, concluiu que a SD tem uma alta prevaléncia de
CC e hipertensdo pulmonar.Quando comparado a populacdo geral, o risco de
hipertensédo pulmonar aumenta 2,4 vezes quando a CC esta presente.

Ainda em relacdo a hipertenséo arterial pulmonar, foi visto por alguns
autores (WELLS et al., 1994, WEIJERMAN et al.,, 2010) a persisténcia de
hipertensdo arterial pulmonar no recém-nascido cardiopata é aumentada em
pacientes com SD. O estudo de Weijerman teve por objetivo avaliar a prevaléncia de
CC e hipertensdo pulmonar persistente do recém-nascido (HPP) em criangas com
SD e para avaliar o seu impacto sobre fatores neonatais. Foi um estudo prospectivo
de criancas com SD nascidos entre 2003 e 2006 registrados pela Unidade
DutchPaediatricSurveillance (DPSU), na Holanda.

A CC ocorreu em 43% das 482 criancas com trissomia 21. Defeito do
septo atrioventricular foi encontrado em 54%, defeito do septo ventricular em 33,3%
e persisténcia do canal arterial em 5,8%. A incidéncia de HPP em SD foi de 5,2%, o
que € significativamente maior do que a populacdo em geral (P<0,001). A
mortalidade relatada em recém-nascidos com Sindrome de Down foi geral (3,3%), e
ainda foi significativamente maior em criancas com CC versus criancas sem CC. A
presenca de cardiopatia congénita em criangas com SD nao influenciou o peso ao
nascer, idade gestacional e indice de Apgar. Em recém-nascidos com Sindrome de
Down, encontramos ndo s6 uma prevaléncia de 43% de CC, mas também uma alta
incidéncia de HPP em 5,2%,por isso, segundo 0s autores,o reconhecimento precoce
da condicdo cardiaca dos neonatos com SD se faz necessario (WEIJERMAN et
al.,2010).

No que diz respeito a correcdo cirdrgica da CC, muitos estudos

epidemiologicos tém relatado que a Sindrome de Down ndo aumenta a
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morbimortalidade cirargica durante a correcdo do defeito do septo atrioventricular
total (DSAVT). A sobrevida em cinco anos é quase 70% para os pacientes corrigidos
cirurgicamente do DSAVT em pacientes com Sindrome de Down, ndo sendo
diferente de pacientes sem Sindrome de Down (CHAMPAGNE et al.,2014).Porém,
tem sido considerado que pacientes com SD tém um significante risco maior para

desenvolvimento de bloqueio atrioventricular no pés-operatorio.

2.3.4 Etiologiada CC na SD

Apesar da importancia das cardiopatias congénitas na Sindrome de
Down, ainda néo foi desvendado o mecanismo que leva a uma maior incidéncia
dessas malformacdes nessa populacdo. Uma das teoriasmais aceitas é a de que a
trissomiado 21 leva os portadores de tal sindrome a serem mais sensiveis a
presenca de CC, ou seja, a adicdo de elementos que nédo levaria a existéncia de
cardiopatia congénita na populacdo em geral; o faz na populacdo com sindrome de
Down devido a maior sensibilidade nesses pacientes sindrémicos.

Li et al. (2012) realizaram um estudo com camundongos para tentar
esclarecer porque cerca de metade desses pacientes sindromicos tem CC e a outra
metade tem o coracdo normal, sugerindo que modificadores genéticos interagem
com o gene sensivel a dosagem em Hsa21 para resultar em CC. Eles levantaram a
hipétese de que existe um limite em ambos os SD e populaces euploides para o
namero de perturbacbes genéticas que podem ser toleradas antes de
desenvolverem CC.

Os autores estudaram um grupo de individuos com SD e defeito do septo
atrioventricular total e sequenciaram 2 genes candidatos para CC: CRELD1, que
esta associado ao defeito do septo atrioventricular em pessoas com ou sem SD, e
HEY2, cujo ortélogo de rato(ou seja,dois genes homologos derivados de um
ancestral comum). Sao designados ortdlogos quando estes foram separados por um
evento de especiacao, onde cada copia do gene divergiu para
duas espécies distintas. Sendo assim, genes ortélogos partilham um ancestral
comum e tém func¢des iguais (Hey2), produzindodefeitos septais quando mutados.

Diversas variantes deletérias foram identificadas, mas a frequéncia
desses modificadores potenciais foi baixa. Cruzaram ratos com formas mutantes

desses potenciais modificadores para o modelo de rato Ts65Dn de SD.Cruzando
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alelos de perda de funcé&o de um ou outro Creld1l ou Hey2, causou-se um aumento
significativo na frequéncia de CC, demonstrando uma interagdo entre o0s
modificadores e genes.Os autores também demonstraram que, embora cada um
destes modificadores de mutantes seja benigno, quando herdados em conjunto,
estes interagem para afetar o desenvolvimento do coracdo. Os estudiosos
levantaram a hipotese de que existe um limiar para efeitos aditivos de modificadores

genéticos em pacientes sensiveis(LI et al., 2012).

Fig 8 - A threshold model for CHD

Eu with Trisomy Ts 21+

CHD 21 modifiers

Fonte: LI, C. etal. nov. 2012,p 302.A threshold model for CHD.

Estudos com camundongos desenvolvidos por Robinson et al. (2003) e
Maslenet al. (2006) demonstraram que alteragcbes no gene CRELD1 estavam
relacionados com a presenca de DSAV em portadores de SD. Em 2003,Robinsonet
al. identificaram e caracterizaram o gene CRELD1 como o primeiro gene humano a
ser implicado na patogénese de DSAV isolado, e também no DSAV quando
encontrado com heterotaxia.

Assim como a duplicacdo do gene 16 nos camundongos, foi relatado
como estar relacionado a alteragbes gastrointestinais e cardiovasculares
semelhantes aos que ocorrem no cromossomo 21 em portadores de SD' (Llet al.,
2007).

Recentemente, Lana-Elolaet al. (2016), em seu grupo de pesquisa da

Franca, usaram um modelo em ratos pra tentar identificar a associacao entre CC e
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SD.Com o objetivo de identificar genes sensiveis que causam alteracfes fenotipicas
entre as quais CC, os autores usaram engenharia cromossOmica para gerar um
painel de mapeamento de sete linhagens de ratos com trissomia parcial de regides
do cromossomo 16 ortélogo ao cromossomo 21 do homem.

Uma andlise sistematica dessas sete linhagens identificou uma regido
critica suficiente para causar CC quando presente em trés copias e mostraram que
eles continham pelo menos dois loci de dosagem sensivel. Além disso, duas destas
novas cepas tém um subtipo especifico de defeito septo atrioventricular, com shunt
exclusivo a nivel ventricular, e demonstraram que, contrariamente a hipétese atual,
essa cardiopatia (DSAV) nao é definida como uma falha na formacdo da protrusédo
mesenquimal dorsal (LANA-ELOLA et al., 2016).

Os fatores epigenéticos podem estar relacionados ao surgimento de CC
na SD, mais especificamente ao padrdo de metilacdo. Alguns trabalhos ja
demonstraram, por exemplo, diferenca demetilacdo entre pacientes com Sindrome
de Down e doenca de Alzheimer e pacientes com Sindrome de Down
isoladamente.Talvez 0 mesmo ocorra em relacdo as cardiopatias congénitas nesse
grupo de pacientes(JONES et al., 2013).

Também ja foi descrito por Sailani (2013) a relagdo entre polimorfismo de
nucleotideo Unico (SNPS) e variacdo do numero de copias (CNV) com a presenca
de cardiopatias em pacientes portadores de SD. Ademais, teve por objetivo
identificar a contribuicdo de grande numero de copiasvariantes (CNV) para
Sindromes de Down associadas a DSAV, cujo risco na populagéo trissémica é de
2000 vezes maior em relacdo a populacao dissbmica geral. A arquitetura genética
de DSAV é complexa e multifatorial na sua natureza.

Como ja foi descrito,para ocorrer a SD é necessdria a presenca de uma
regido do cromossomo 21 que seja triplicada, denominada regido critica.Para
ocorrer a cardiopatia congénita € necessario que outra regido do cromossomo 21
também esteja triplicada.Fazendo uma interseccdo entre essas duas regides,
encontramos esses genes relacionados a CC e SD, quais sejam: DSCR3, DSCR6,
DSCRY9, DYRKI1A, HLCS, PIGP, RCAN1, RUNX1, SIM2 e TTC3.
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Genomic dissection od DS-associated heart defects in mice

Figure 9
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar a expressao génica de genes compreendidos entre Tiaml e Kcnj6
em pacientes com Down e correlaciona-los com presenca de cardiopatia congénita.
Verificar se género € um fator de risco para cardiopatia congénita na Sindrome de

Down.

3.2 ESPECIFICOS

a) Verificar alteracdes na érea critica do cromossomo 21 para Sindrome
de Down entre pacientes com tal sindrome com e sem cardiopatia
congénita;

b) Verificar alteragbes compreendidas entre os genes Tiam-Kcnj6 entre
pacientes com e sem cardiopatia congénita e com Sindrome de Down;

c) Verificar alteragcbes no PIGP e sua relacdo com a presenca de

cardiopatia congénita em portadores de Sindrome de Down.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A sindrome de Down é a cromossopatia mais comum, ocorrendo em cerca de
1:700 nascidos vivos. Dentre as malformacfes associadas a essa sindrome a cardiopatia
congénita tem uma incidéncia que varia de 40 a 60 % nos portadores dessa sindrome.

Varios estudos na literatura ja foram feitos sobre isso. Porque alguns portadores
dessa sindrome apresentam cardiopatia e outros ndo?

Tentando estudar se existiia genes especificos no cromossomo 21 que
estivessem correlacionados a sindrome de Down e cardiopatia congénita, tivemos por
objetivo fazer um estudo da expressdo genica de determinados genes presentes no
cromossomo 21 em pacientes cardiopatas e ndo cardiopatas.

Nesse estudo foram avaliados 32 pacientes (21 cardiopatas e 11 néo
cardiopatas). Nesse grupo foram estudados sete genes (DYRK1A, DSCR3, HLCS, PIGP,
RCAN1, RUNX1 e TTC3), por parecerem serem mais provaveis de estarem correlacionados
a cardiopatia congenita em portadores de SD. Apenas o gene DYRKI1A mostrou uma
diferenca significativa entre os grupos, assim como o gene PIGP mostrou diferenca
estatisticamente significativa entre a presencga ou ndo de Defeito do Septo Atrioventricular,
apesar do niumero pequeno de pacientes.

Em outro estudo em que foi feito uma meta andlise pra ver a diferenca de
generos entre 0s pacientes com sindrome de Down e com cardiopatia congenita.Foram
revisados 578 artigos,tendo sido incluidos doze artigos na meta analise.Em concluséo
observou-se um predominio de cardiopatia congentta em especial o Defeito do Septo

Atrioventriuclar no genero feminimo em portadores da sindrome de Down.
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Background

Down’s Syndrome (DS) affects one in each 700 live births!*?. Its incidence is directly
related to maternal age and has been increasing throughout the world™. CHD occurs
in 40-60% of DS cases” and constitutes an important prognostic factor in these
patients. Numerous factors may contribute to the development of different cardiac
malformations in DS. Some are being unraveled recently in animal models™.
However, until now, there has been few reports looking into gender as a potential
factor associated to the genesis of CHD in DS.

It is well known that DS is a risk factor for CHD. In these patients, the most frequent
forms of CHD are atrioventricularseptal defects (AVSD), ventricular septal defects
(VSD) and atrial septal defects (ASD)®". The reported prevalence of these defects
varies among studies®®*¥. This could reflect inherent characteristics of the studied
populations, such a higher frequency of genetic variances that predispose to the
presence of AVSD!™,

In this context, gender could influence the presence and type of CHD. Some studies
point out a higher predominance of male gender in patients with DS™®*) but studies
carried out in pediatric cardiology centers point to a large humber of female patients
with DS and CHDM™®8. This paradox could be explained by a higher incidence of
CHD in female patients with DS, leading to higher mortality rates earlier in life,
although many other unknown factors could be at play to influence these findings.
The purpose of this study was to compare the prevalence of CHD and DS between
genders through a meta-analysis and systematic review.

Methods

Eligibility criteria

Studies that described the prevalence of CHD in DS by gender were included.
Studies where this information was not available were excluded.

Information sources

The search for articles was performed using the following data engines: Medline
(accessed via Pubmed), Scopus and Scielo. Terms included were those used by
Mesh for Medline and Scopus, and the descriptors of Health Sciences (Decs) for
Scielo. Terms included: “prevalence”, “Down syndrome” and “congenital heart
disease”. Supplemental file 1 contains the full search strategy. Articles, published

until August 30™, 2016, were included. Additional search was performed in the
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bibliographic references of the researched articles. Authors from selected papers
with incomplete data were contacted by e-mail. Complete articles were obtained and
analyzed by authors.

Selection of studies and data extraction

Two authors (Mattos and Mourato) evaluated the title and abstracts of the identified
articles. The complete texts of the selected abstracts were obtained and posteriorly
analyzed by the same authors. After this initial analysis, each selected article’s
information were added to a database. The authors agreed that discordances about
the inclusion of an article should be sorted by consensus. However, there were no
disagreements. Duplicated studies were excluded.

Data analysis

Gender prevalence was calculated by dividing the total number of DS patients with
CHD by the total number of DS for each gender. The prevalence of AVSD, ASD,
VSD, PDA (patent ductusarteriosus) and TOF (tetralogy of Fallot) were calculated
dividing the number of DS with each cardiac defect by the total number of patients
with DS in the study. A combined data analysis was performed to identify the Odds
Ratio between genders, being the female gender considered a risk factor. The
confidence intervals and the size of the pondered effect were calculated and the
meta-analysis graphs built using the MedCalc v 16.8 software.

Heterogeneity between studies was calculated using the I?, which describes the
variability, not related to sample errors, in the studied population. An I1? beyond 75%
is consistent with high heterogeneity. As such, the meta-analysis should be carried
out using the fixed model if the heterogeneity analysis resulted in number constantly
inferior to 75% and using a random effects model if it resulted in a number equal or
superior to 75% (i.e. considering the 1> confidence interval). The Mantel-Haenszel
method was used for calculating the weighted summary Odds ratio under the fixed
effects model. Subsequently, heterogeneity statistics were incorporated to calculate
the summary Odds ratio under the random effects model (in accordance to I
statistics).

Results

From the engine database sources, 595 abstracts were selected. Initial review
identified 35 for full text analysis. From this latter group, only four fulfilled the eligibility

criteria and were included in the meta-analysis!*®2Y. Direct contact with the authors
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of the remaining 31 articles made it possible to include another eight studies
[12.13.1622-201 totalizing 12 articles for analysis. In total, 20,465 patients with DS
(11,165 male and 9,300 female) were included in the meta-analysis. Figure 1
demonstrates articles selection’s process and progress, according to the PRISMA
method. Raw data were included in the supplementary file 2.

After the meta-analysis, it was observed that female gender is a risk factor for the
presence of CHD in DS (Figure 2). The same occurs if we consider AVSD alone
(Figure 2). However, when VSD, ASD, PDA and TOF (figures 3 and 4) are
considered separately, there is no difference among genders. All analyses utilized
the random effects’ model.

Discussion

The frequency of CHD in this systematic analysis is in accordance with other studies
involving DS!®10-12141620.24.2731 " pay studies fulfilled the inclusion criteria for this
meta-analysis. The main problem was the lack of information about the prevalence of
CHD in DS, according to gender. Some studies mentioned an association between
the female gender and a higher prevalence of CHD"%l. However, these findings
were not highlighted subsequently.

Various theories exist to explain the origins of CHD in DS. Some authors suggest
that the presence of certain variants in specific genes could be the underlying cause
for CHD in this population®®*®. Others suggest a correlation with the presence of
single nucleotides polymorphism (SNPs) and Copy Number Variations (CNVs)E?.
And there are also ethnical genetic differences, which could play a role in the
difference incidence of CHD among these patients!*®?%. In this context, differences
between gender, with their specific genetic charges, could also exert an influence
over the determining factors for CHD in this population.

In this meta-analysis, we observed a higher frequency of CHD in the female gender
(OR: 1.514, IC: 1.207 to 1.899). This finding suggests that this gender is more
susceptible to CHD in DS. Another finding that supports this conclusion is that
AVSD, alone, also showed a higher frequency in female gender (OR: 1.376, IC:
1.206 to 1.570); and this form of CHD is more prevalent in DS than the general
population®®. TOF, on the other hand, was more frequent in males, but without
statistical significance (OR: 0.782, IC: 0.597 to 1.023). These differences might be
explained by a potential different susceptibility of gender to different CHD pathogenic
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pathways (for example, DSAV is correlated with extracellular matrix anomalies and
TOF with ectomesenquimal tissue migration anomalies®). Other possible
explanation would be that males with DS die before birth or before the timing of these
studies (with similar a incidence early in life, but a lower prevalence Ilater).
Unfortunately, these hypotheses cannot be evaluated in this meta-analysis.

This meta-analysis had some limitations. First, it included only articles from three
databases (Scielo, Pubmed and Scopus). This can lead to no identification of minor
or locally published studies, whose inclusion could alter some of the findings
presented herein (such as TOF being equally prevalent among genders in DS).
Second, the populations included in this revision are rather different among
themselves. For example, Morris et al. included data from 20 European Countries,
and of both live births and abortions after the 20th week®™. It is known that the
prevalence of CHD, particularly complex malformations, is higher in abortions®.
Conversely, Pinto et al. and Jaiyesimi et al. included children followed in health
centers, which can overestimate the prevalence of CHD"82%. Vis et al included only
adults with DS, which can reduce the prevalence of complex heart diseases (due to
higher mortality)!®. Third, it was not possible perform an analysis of ethnicity
separated by gender, which could provide more insights on the origin of CHD in DS.
Despite such limitations, however, it was possible to show a clear trend of a higher
prevalence of CHD (more specifically of AVSD) in the female population with DS.
Conclusion

This brief meta-analysis demonstrated higher prevalence of congenital heart disease,
particularly AVSD, on female patients with Down syndrome.
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Figure 1: Flow chart of eligible studies for meta-analysis.

Figure 2: Meta-analysis of all CHD and DSAV by gender in Down syndrome
o Legend: IC-Interval of confidence. OR-Odds Ratio. A — OR meta-
analysis of all CHD in Down syndrome by gender. B — OR meta-analysis of
AVSD in Down syndrome by gender.
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Figure 3: Meta-analysis of ASD and VSD by gender in Down syndrome
o Legend: IC-Interval of confidence. OR-Odds Ratio. A — OR meta-
analysis of ASD in Down syndrome by gender. B — OR meta-analysis of VSD
in Down syndrome by gender.

Figure 4: Meta-analysis of PDA and TOF by gender in Down syndrome
o Legend: IC-Interval of confidence. OR-Odds Ratio. A — OR meta-
analysis of PDA in Down syndrome by gender. B — OR meta-analysis of TOF

in Down syndrome by gender.
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the expression of seven genes (DYRK1A, DSCRS3, HLCS, PIGP, RCAN1, RUNX1
and TTC3, all of them present in DSCR) between DS patients with and without CHD.
It was found that the gene DYRK1A can be overexpressed in patients with DS with
all forms of CHD and PIGP can be overexpressed in DS with atrioventricularseptal
defects.

Keywords: gene expression; Down syndrome; DYRK1A; congenital heart disease.
Communication

Down syndrome (DS) is the most common chromosomal abnormality, occurring in
one per 700 livebirths[1]. Its phenotype includes various malformations, but the
presence of congenital heart disease (CHD) is one of the most important prognostic
factors in this syndrome[2]. CHD occurs in 40-60% of all DS cases, demonstrating an
incomplete penetrance, with a high number of atrioventricularseptal defects (AVSD)
among them[3].

The origin of DS phenotype (and consequently the origin of CHD in this syndrome) is
not fully understood. Some authors pointed out that an additional region of
chromosome 21 must be present in the genome to trigger the DS phenotype (the
Down syndrome critical region — DSCR)[4]. Subsequently, other authors suggested
that a minor region must be present to trigger CHD in DS (most specifically the
region between Tiam1-Kcnj6)[5].

We performed a literature review of genes between Tiam1-Kcnj6 that are correlated
with CHD and found 32 genes. We selected the seven who seemed the most likely
candidates (DYRK1A, DSCR3, HLCS, PIGP, RCAN1l, RUNX1 and TTC3) and
analyzed their expression in patients with DS. We invited patients with DS from a
pediatric cardiology Network to provide blood samples after their parents provided an
informed consent. They were divided in two groups (with and without CHD) based on
clinical and echocardiographic diagnoses. A second analysis was performed to
identify patients with and without AVSD. The gene expression of these seven genes
was obtained through real time PCR, using QuantiNova kits (Qiagen, USA) following
manufacturer instruction. RPLPO gene was used as reference and data evaluated
according to described methodology[6]. The Mann-Whitney test was used to access
differences between groups and p<0.05 was considered significant.

A total of 32 patients participated of this study (21 with and 11 without CHD). The

determination of relative expression used the non-CHD group as reference, showing
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that AVSD group was up-regulated for RCAN1, DYRK1A, HLCS and PIGP genes.
The DYRK1A gene was also found up-regulated in non-AVSD group, without
significance (Figure 1C). Related to RUNX1, DSCR3 and TTC3 genes, it was not
possible to determine a pattern of expression according to AVSD occurrence. The
PIGP gene showed a different expression profile between both groups (Figure 1G),
reaching a p-value of 0.07. The AVSD relative expression observed using non-
AVSD as reference showed that only PIGP was up-regulated, while the other genes
were found both up- and down-regulated among the patients.

The DYRK1A gene encodes a type of dual-specificity tyrosine phosphorylation-
regulated kinase and participates in various cellular processes. The overexpression
of DYRK1A in Down syndrome was previously described, and also observed in this
study. The majority of studies correlated it with mental impairment and an increased
risk of Alzheimer’'s disease in those patients[7]. It is also described that both the
underexpression and overexpression of this gene can lead to a NRSF(neuron-
restrictive silencer factor)suppression[7]. In turn, NRSF regulates the expression of
multiple fetal cardiac genes, and transgenic mice expressing a dominant-negative
NRSF mutant exhibited cardiomyopathy[8]. It was not possible to determine the role
of DYRK1A in AVSD development. Perhaps, the imbalance of DYRK1A expression
can lead to CHD by dysregulating the fetal cardiac genetic program in a susceptible
organism.

On the other hand, the PIGP expression showed a trend to be associated with ASVD
(the most typical cardiac defect in DS). The PIGP is highly expressed in the heart
and encodes an enzyme involved in the first step of glycosylphosphatidylinositol-
anchor biosynthesis, which serves to anchor proteins to the cell surface[9].
Interestingly, the pathogenetics of AVSD involves anomalies in the extracellular
matrix[10]. A possible explanation is that the overexpression of PIGP can produce an
imbalance of anchor proteins in the heart cell surface, leading to anomalies in
extracellular matrix and, consequently, to AVSD. However, specific studies need to
be performed to confirm such hypothesis.

In conclusion, this communication shows that DYRK1A is more expressed in DS
patients with CHD, but cannot be related to AVSD. Furthermore, PIGP is more
expressed in DS with AVSD. Possible explanations to these findings are: 1- that

DYRK1A overexpression can lead to a higher risk to all CHD by producing an
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imbalance in the fetal heart genetic program and 2- that PIGP overexpression can
lead to specific extracellular matrix anomalies that are present during the
development of AVSD. However, further studies with increased number of patients
are necessary to confirm such hypothesis.
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Figure 1 - Gene expression in Down syndrome: A-G divided by the presence of
CHD and H by the presence of AVSD
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