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SINDROME DE DOWN: DA GENETICA AS PESQUISAS MOLECULARES

Juliana Sales de Freitas”
RESUMO

A Sindrome de Down (SD) é um disturbio genético, ocasionado, na maioria das vezes, por uma
mutacdo cromossdmica envolvendo o cromossomo 21. Os individuos com SD apresentam uma
terceira copia, completa ou parcial, do referido cromossomo. As formas mais comuns de
ocorréncia da SD podem acontecer por ndo-disjungdo simples, translocacdo ou mosaicismo
celular. Com os avangos na era das “Omicas” se tornou possivel o mapeamento do genoma
humano, e por sua vez, a oportunidade de explorar e descobrir informacGes moleculares por
trés dos variaveis fenotipos observados nos individuos com SD. A tecnologia aprimorou a area
molecular, e a compreensdo de como 0s genes em trissomia estdo, diretamente ou
indiretamente, envolvidos nos diferentes feno6tipos observados e em outras doencas que podem
estar associadas a SD. O presente estudo teve o objetivo realizar uma pesquisa bibliografica
sobre a SD de uma forma ampla e geral e associar alguns avancos obtidos desde a descoberta
da sindrome, ha quase 100 anos atras, até o presente momento, com foco principal na genética
e biologia molecular. Essa revisdo apresenta informacbes gerais sobre a SD, sobre a
citogenética da T21, informagdes sobre o cromossomo 21, a relagdo gendtipo/fenétipo da SD,
0s modelos animais disponiveis para as pesquisas da T21 e algumas pesquisas basicas
moleculares com resultados promissores para o desenvolvimento de futuras terapias. Apesar de
todos 0s avancos nas pesquisas relacionadas a SD, ainda sdo necessarios mais estudos focados
nos genes presentes no cromossomo 21, em especial 0os que ainda tem sua atuacdo
desconhecida. Compreender os mecanismos de atuacdo desses genes, os seus efeitos quando
estdo em trissomia, a associacdo deles com o fenétipo da SD, e a fungdo das proteinas
envolvidas no metabolismo celular é de extrema importancia para um melhor tratamento das
doencas e desenvolvimento de terapias que possam representar melhor qualidade de vida aos
individuos com SD.

Palavras-chave: Citogenética, Modelos animais, Placas beta-amilGide.

DOWN SYNDROME: FROM GENETICS TO MOLECULAR RESEARCH

ABSTRACT

Down syndrome is a genetic disorder most often associated with the chromosome 21 mutation.
Individuals with DS have a full or partial extra copy of chromosome 21. The most common
types of DS are caused by nondisjunction, translocation or cellular mosaicism. Advances in the
"omics" researches were important to map the human genome, and to explore and discover
molecular genetic data behind the phenotypic variation observed in individuals with Down
Syndrome. Technology improved molecular researches and the knowledge of the genes
involved in the trisomy 21 and how they are, directly or indirectly, associated with the different
phenotypes observed and with the other diseases related to DS. The aim of this study was to
realize a review of previous researches about DS and about genetic and molecular advances
made since its discovery until the present time. This review provides general information of
DS, cytogenetics of T21, chromosome 21, the correlation between phenotype / genotype of DS,
animal models available for research about DS, and some molecular researches with promising
results for the development of future therapies. Despite all advances in DS researches, more
studies are necessary to better understand the genes present on chromosome 21, especially those
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with unknown function. It is necessary a better comprehension of the mechanisms of genes
action, the implications of gene dosage effects in trisomy, their association with DS phenotype,
and the function of proteins involved in cell metabolism to improve medical care and life quality
of all individuals with DS.

Keywords: Citogenetic, Animal models, Beta-amyloid plaques.

*Aluna de Graduacdo em Ciéncias Biolégicas na Universidade Estadual da Paraiba — Campus V.
Laboratério de Biologia Molecular - LBM
Email: julianabio769@gmail.com

1. INTRODUCAO

A sindrome de Down (SD) ocorre em decorréncia de uma muta¢do cromossémica,
envolvendo o cromossomo 21 humano (HSA21). As mutacBes génicas ou cromossémicas
podem modificar os niveis de expressdo génica nas células, podendo levar a fen6tipos alterados
nos seres humanos. Alteracdes cromossdmicas podem acontecer de forma natural, no momento
do desenvolvimento onde ocorre variagdo celular, ou induzida por agentes mutagénicos
(VIEIRA & FERRARI, 2017).

A SD é uma das alteracGes cromossdmicas humanas mais comuns, caracterizada pela
presenca de uma copia extra de todo 0 HSA21 ou por parte dele nas células (AL-NBAHEEN,
2018). Durante o0 ano de 1959, a ocorréncia genética causada pela trissomia*? do HSA21 foi
identificada como a causa da deficiéncia intelectual e de desordens organicas, quase um século
depois da primeira descri¢cdo clinica dessa condicdo, pelo inglés John Langdon Down
(WEIJERMAN, 2011). A trissomia do HSA21 é decorrente da ndo disjuncao dos cromossomos
na meiose ou na mitose, translocacdes ou duplicacdes?® cromossdmicas. De acordo com
Moreira & Gusmao (2002) a SD pode ocorrer de trés diferentes formas:

a) Trissomia completa do HSA21,
b) Trissomia parcial do HSA21 (translocacdo e duplicages);
¢) Mosaicismo (ndo disjuncdo mitdtica).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, a incidéncia mundial da SD é de
aproximadamente 1 a cada 1000 nascimentos. No Brasil, segundo a Federacdo Brasileira das
Associacdo de Sindrome de Down, essa relacdo € de 1 em cada 700 nascidos vivos, totalizando
em torno de 270 mil pessoas com a trissomia (BOY et al., 1995; HATTORI et al., 2000; SERES
etal., 2011 apud FBASD - Federacdo Brasileira das Associacdes de Sindrome de Down).

Segundo Moreira & Gusmao (2002) pessoas com SD possuem algumas caracteristicas
fenotipicas especificas, como:

a) Hipotonia muscular?; e) Excesso de pele no pescoco;
b) Prega Unica palmar transversa; f) Fenda palpebral obliqua;
c) Prega Unica no quinto dedo; g) Face achatada.
d) Sulco entre o halux? e o segundo
artelho®;

No entanto, a severidade dos fen6tipos é altamente variavel entre os individuos com a trissomia
do HSAZ21 e isso é determinado pela diferenca no conjunto de genes que cada individuo carrega
e ainda pela influéncia ambiental (SOMMER & HENRIQUE-SILVA, 2008).

42, 20, 25, 23, 3 (Ver Glossario — Apéndice A)
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Através da biologia molecular podemos identificar detalhes complexos do cari6tipo
humano, que é extremamente importante no diagndstico da SD. A cariotipagem*! molecular é
capaz de encontrar alteragcbes cromossdmicas, muitas vezes ndo detectadas pelos métodos
classicos de bandeamento cromossémico®, e também é utilizada para diagndsticos pré-natais.
Além disso, a tecnologia do DNA recombinante possibilitou a identificacdo dos genes e das
proteinas por eles codificadas, permitindo avancos significativos nos estudos e compreensdo da
genética da SD (HOFFBRAND & PETTIT, 1991).

O sequenciamento do HSA21 revelou a sequéncia e a presenca dos genes que podem
estar associados ao fendtipo da SD, porém ainda ndo se conhecem todas as suas funcdes
(HATTORI et al., 2000). Avancos na tecnologia tem proporcionado aos pesquisadores
desenvolver estudos genéticos e moleculares, tanto em individuos com SD, como em seus
genitores, além de estudos com animais modelos com a intencdo de investigar e compreender
mais a respeito dos genes envolvidos na manifestacao do fen6tipo da SD (KOLA & HERTZOG,
1997; MEGARBANE et al., 2009).

Embora muitas consequéncias fenotipicas da desordem ainda ndo tenham sido
esclarecidas, avancos significativos a respeito da relacdo genoétipo-fenotipo da SD estdo sendo
alcancados, como a identificacdo de alteracbes em vias moleculares associadas a algumas
condicdes clinicas da SD e avaliacbes pré-clinicas de possiveis terapias para a melhoria da
salde e o0 bem-estar dos individuos com SD (SINET et al., 1994; JIANG et al., 2013).

Portanto, este estudo tem como objetivo principal realizar uma revisdo da literatura
sobre a trissomia do HSA21, relacionada a compreensdo de como ela ocorre, 0S genes
identificados em HSA21, as pesquisas realizadas com modelos animais para SD, as descobertas
moleculares e suas contribuicdes para a compreensdo do fenétipo, e como as informacoes
obtidas sdo importantes para 0s avancos no diagnostico, tratamento da SD e desenvolvimento
de futuras terapias.

2. METODOLOGIA

A presente pesquisa € constituida de uma revisdo bibliografica descritiva, minuciosa e
critica embasada em trabalhos cientificos publicados na qualidade de artigos, livros,
monografias e teses. Também foram realizadas consultas ao banco de dados gendmicos do
NCBI (National Center for Biotechnology Information), na busca de informac6es e dados de
interesse.

Informacdes foram reunidas a partir de pesquisas com foco na genética e na biologia
molecular da SD, realizando uma analise extensa do assunto com finalidade de aprofundar o
conhecimento sobre a genética da SD, sua relacdo genoétipo/fendtipo, os genes envolvidos nos
fenotipos dos individuos trissdmicos e os avancos obtidos nessa area de pesquisa. O
levantamento bibliogréafico possibilitou um amplo alcance de informacdes a partir dos dados
coletados.

As bases de dados utilizadas para acessar as publica¢es foram: PubMed, NCBI, Scielo
e Google Académico. O levantamento bibliografico se deu através de artigos de lingua inglesa,
portuguesa e espanhola. As buscas dos artigos foram feitas a partir de palavras-chave
relacionados a Sindrome de Down: trissomia do 21, cromossomopatias, cromossomo 21,
biologia molecular, genes, genotipos, fenotipos e modelos animais.

O levantamento bibliografico alcangou 92 artigos. Os artigos utilizados distribuiram-se
em uma linha temporal que vai do ano 1959 ao ano 2019, como mostra a Figura 1.

11, 5, (Ver Glossario — Apéndice A)



14

Figura 1: Grafico referente ao ano de publicagdo dos artigos utilizados na revisao bibliografica.
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Fonte: Produzido pelo Autor.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Histérico da Sindrome de Down

O francés Jean-Etienne-Dominique Esquirol, no ano de 1838 em uma se¢éo do seu livro
sobre deficiéncia mental, descreveu pela primeira vez uma categoria de pacientes com 0s
fenotipos da SD. Ja em 1846 o médico e educador Edouard Séguin aprofundou as caracteristicas
fenotipicas descritas por Esquirol e descreveu com detalhes a patologia mental desses
individuos, chamando atencédo para o fato que essa patologia deveria ser melhor compreendida
(ROUBERTOUX & KERDELHUE, 2006).

Em 1866 o médico inglés John Langdon Down, realizou o primeiro relato cientifico da
SD. Em sua clinica pediatrica Down descreveu um grupo de pacientes que apresentavam atraso
neuropsicomotor, detalhando as caracteristicas fenotipicas dos individuos. A patologia foi
denominada por ele como "Mongolismo" ou "Doenga da Idiotia Mongolica" pelo fato de os
individuos apresentarem semelhancas com uma tribo étnica conhecida como Mongol
(PATTERSON & COSTA, 2005). Durante seus estudos, Down associou a “doenga” com um
surto de tuberculose, e considerou gque os pais com tuberculose estariam dando origem a filhos
com mongolismo. Porém, ndo se conhecia verdadeiramente os detalhes invisiveis através
daqueles fendtipos. No ano de 1932 o oftalmologista Holandés Waardenberg, sugeriu que a SD
poderia ocorrer de alteracbes cromossdémicas enquanto que Adrian Bleyer no ano de 1934
prop0s que tal alteracdo seria resultado de uma trissomia (Schwartzman, 1999 citado por LINK,
2002).

Com o avango da citogenética nos anos 50 tornou-se possivel a visualizagdo dos
Cromossomos, e proporcionou mais informacdes a respeito das alteragdes cromossémicas. Em
1958, o médico francés Jérbme Lejeune analisou uma modificagdo na distribuicdo dos
cromossomos, encontrando 47 cromossomos nas células ao inves de 46 (LEJEUNE et al.,
1959). O cromossomo extra estava ligado ao par dos cromossomos 21. Assim, Lejeune
denominou a alteracdo cromossémica como Trissomia do 21, que em seguida foi batizada como
SD, homenageando o primeiro pesquisador a fazer o relato cientifico da mesma (John Langdon
Down) (DA MATA & PIGNATA, 2014). Enquanto que apenas no ano de 1960 foi descrito



15

pela primeira vez a SD por translocagéo, e em 1961 a descri¢do da SD por mosaicismo (LAPA,
2010).

Em 1970 surge o diagnostico pré-natal, identificado como testes genéticos,
acompanhado do aconselhamento genético (LOWY, 2014). Atualmente o diagnéstico da SD
pode ser feito através da observacdo do fenétipo da crianca ao nascer, porém o melhor
procedimento é a cariotipagem cromossdmica ou exames de pré-natal como amniocentese?,
amostra do vilo corial e cordocentese'®, pois a probabilidade de certeza é maior (CASARIN,
1999). Os testes de triagem para identificar SD na gestacdo, durante o periodo pré-natal,
utilizam o sangue materno e ndo sao invasivos. Ja os testes de pré-natal definitivos sdo feitos
através de cariotipagem de células fetais obtidas por métodos invasivos, sendo capaz de
identificar o caridtipo que é extremamente importante para o diagndstico da SD. Essa técnica
utiliza o sangue do feto/embrido, e analisa 0s cromossomos, com a possibilidade de visualizar
um cromossomo translocado ou a ocorréncia de uma ndo-disjungdo entre 0S Cromossomos
(NATOLI et al., 2012).

3.2.  Fendtipo da Sindrome de Down

Existem duas hipdteses que procuram explicar a relacdo do cromossomo 21 extra e 0
fenotipo da SD:
a) A hipdtese da “Instabilidade do Desenvolvimento Amplificada”

Na qual tenta explicar o que é comum nos diferentes feno6tipos na SD e quais caracteristicas da
SD que também estdo presentes na populacao geral, presentes como caracteristica Unica e com
menor frequéncia e gravidade. Nesse sentido a hip6tese baseia-se na ideia de que a variacdo
ambiental exerce influéncia na homeostase do individuo. Assim caracteristicas que sdo
altamente varidveis na populacdo em geral, sdo as caracteristicas afetadas de forma mais
frequente e severa nos distarbios aneuploides. De forma geral, as manifestacfes fenotipicas da
SD seriam resultado de disturbios ndo especificos do equilibrio cromossdémico, que levariam a
uma alteracdo na homeostase.
b) A hipotese do “Efeito da Dosagem Génica”

Na qual corresponde ao fenoétipo da SD como decorrente do efeito acumulativo do
desequilibrio de genes individuais ou grupo de genes, que estdo localizado no cromossomo ou
em uma regido cromossémica triplicada. Porém, nenhuma dessas hipdteses apresentou
argumentos suficientes para serem aceitas (PRITCHARD & KOLA, 1999; REEVES et al.
2001).

De acordo com Mustacchi (2000) e Silva & Dessen (2002) o fenétipo dos individuos
gue possuem a trissomia do cromossomo 21 (T21) é identificado por caracteristicas fisicas
bastante peculiares:

a) Angulo da boca voltado para d) Denticédo com erupcéo
baixo; irregular e tardia;

b) Blefarite®; e) Braquidactilia’;

¢) Micrognatia®* e microstomia®; f) Estrabismo?;

g) Féacies achatadas;

1,14 6, 31, 32, 7, 21 (Ver Glossario — Apéndice A)
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h) Fissuras palpebrais obliquas; 0) Orelhas disformicas (orelha
i) Grande espaco entre o halux e pequena,  hélice  superior
segundo artelho direito; enrolada, implantacdo baixa);
j) Hipotonia; p) Occipital achatado;
k) Lingua fissurada (ou escrotal); q) Palato estreito (ogival);
I) Manchas de Brushfield?; r) Pescogo curto, largo e com a
m) Maos e pés pequenos e largos; pele abundante;
n) Nariz pequeno e achatado s) Prega no canto dos olhos
(com ponte nasal baixa em (epicanto);
consequéncia da hipoplasia do t) Prega simiesca ¥
0ss0 nasal); u) Prega Unica 5° dedo.

Os individuos com SD apresentam também atraso no desenvolvimento intelectual
(CAPONE, 2001) e podem desenvolver outros problemas de saude. Segundo Moreira e
colaboradores (2000) e Nixon (2018) os portadores da SD podem desenvolver:

a) Cardiopatia congénita 1° (40%); f) Distarbios da tireoide (15%);
b) Hipotonia (100%); g) Problemas neuroldgicos (5 a
c) Problemas de audicdo (50 a 70%); 10%);

d) Problemas de visdo (15 a 50%); h) Apresentar obesidade e

e) Alteragbes na coluna cervical
(1 a10%);

envelhecimento precoce.

Além disso, individuos com SD, tem chances aumentadas de desenvolverem outras doencas
como leucemia, Doenca de Hirschsprung®® e Doenca de Alzheimer (HASLE et al., 2000;

PLAIASU, 2017).

Existem 21 patologias associadas a SD (Tabela 1) de acordo com as Diretrizes de
Atencdo a Pessoa com SD (BRASIL, 2013). As ocorréncias dessas caracteristicas acontecem,
pois os individuos trissdmicos sdo propensos a doencas, hereditarias ou ndo, como qualquer
outro individuo. No entanto ndo se tem a certeza de como essas doencas estdo associadas a SD.

TABELA 1: Patologias Associadas a Sindrome de Down e sua Prevaléncia.

SISTEMAS PATOLOGIA
Aparelho da Visdo Catarata 15%
Pseudo-estenose do ducto lacrimal 85%
Vicio de rarefagéo 50%
Aparelho Auditivo Perda auditiva 75%
Otite de repeticéo 50-70%
Sistema Comunicacdo Interatrial (CIA)
Cardiovascular Comunicagéo Interventricular (CIV) 40-50%
Defeito do Septo Atrioventricular (DSAV)
Sistema Digestivo  Atresia de Es6fago 12%
Estenose / Atresia de Duodeno 12%
Megacolon aganglionar / Doenca de 1%
Hirschsprung
Doenca Celiaca 5%

28, 37, 10, 19 (Ver Glossario — Apéndice A)
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Sistema Nervoso Sindrome de West 1-13%
Autismo 1%
Sistema Enddcrino  Hipotireoidismo 4-18%
Sistema Locomotor Subluxacéo cervical sem lesédo 14%
Subluxacéo cervical com medular 1-2%
Luxacdo de quadril 6%
Instabilidade das articulagdes em algum grau 100%
Sistema Leucemia 1%
Hematoldgico Anemia 3%

Fonte: BRASIL, 2013

As manifestaces clinicas da SD sdo extremamente variaveis e complexas. A severidade
do fenotipo esta associada ao conjunto e expressdo dos genes de cada individuo e das
influéncias do ambiente (ROPER & REEVES, 2006; LOTT, 2012). Uma das maiores
dificuldades existentes é compreender essa variabilidade fenotipica e como os genes do HSA21
e de outros cromossomos estdo exatamente envolvidos no desenvolvimento da SD.

3.3. Causas Genéticas da Sindrome de Down

As mutacdes génicas ou cromossdmicas podem alterar os niveis de expressao génica
nas células, podendo levar a feno6tipos modificados nos seres humanos. Alteracdes
cromossémicas podem acontecer de forma natural ou induzida por agentes mutagénicos. As
mutacBes cromossémicas podem alterar o cariétipo dos individuos, e até levar o feto/embrido
a Obito. Entretanto, algumas variacdes cromossdémicas sao compativeis com a vida, entre elas,
a trissomia do 21 (VIEIRA & FERRARI, 2017).

As mutacBes cromossdmicas podem ser numéricas ou estruturais. As mutagdes
cromossémicas numeéricas alteram o nidmero tipico dos cromossomos e séo classificadas como
eupldides, quando ocorre alteracdo no ndmero de conjuntos cromossdmicos inteiros, ou
aneupldides? quando ocorre ganho ou perda de um ou mais cromossomos individuais
(TEIXEIRA, 2015). As mutacdes estruturais, por sua vez, envolvem fraturas cromossémicas
que podem resultar em rearranjos dentro do mesmo cromossomo, ou entre dois ou mais
cromossomos ndo homologos, ou podem se perder ocasionando cariétipos balanceados ou nédo-
balanceados. A ocorréncia de mutacdes estruturais, frequentemente altera a morfologia normal
dos cromossomos, a qual se baseia na localizacdo de seu centrémero®3, que divide um
cromossomo em bragos p e g.

As alteracbes ndo-balanceadas resultam em alteracbes do fendtipo e surgem por
delecdes'®, caracterizadas pela perda de uma parte do brago cromossémico; ou por duplicacdes,
caracterizadas por cépias extras de regides cromossémicas, como ocorre na translocacédo
Robertsoniana (TEIXEIRA, 2015).

As alteracBes balanceadas normalmente ndo alteram o fenotipo e esses rearranjos
incluem as translocagbes reciprocas, além das inversdes paracéntricas®* e pericéntricas®
(LUTHARDT & KEITGES, 2001). Os portadores de alteracbes balanceadas poderdo ter
problemas para a prole.

A trissomia do HSA21 pode se apresentar de trés formas diferentes: trissomia simples
por ndo-disjuncéo cromossémica, translocagdo e mosaicismo. A trissomia completa do HSA21,

2, 18, 34,13, 35 (Ver Glossario — Apéndice A)
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que caracteriza a maioria das ocorréncias de SD, € decorrente de uma alteracdo numeérica
aneuploide. A T21 entdo é decorrente da ndo-disjuncdo dos cromossomos durante a meiose. A
T21 parcial é decorrente de mutagdes estruturais como duplicagdes ou translocagdes, e ainda
pode ser causada por mosaicismo (nédo disjuncdo dos cromossomos na mitose celular). A analise
do cari6tipo pode determinar a presenca e o tipo de T21 (CAVALCANTE et al., 2009; DE
MATOS ANCEL et al., 2016).

3.3.1. Trissomia Simples do 21

A trissomia simples é decorrente da ndo-disjuncdo do cromossomo 21 que ocorre
durante um erro na meiose celular. Na meiose ocorrem duas divisdes celulares: na primeira
(meiose 1), os cromossomos homdlogos!’ se separam; na segunda (meiose 1) as cromatides-
irmas®® se separam; e ao final da divisdo formam-se 0s gametas que carregam apenas um
conjunto cromossémico (23 cromossomos) (ARAUJO, 2013). Em uma meiose anormal, pode
ocorrer a ndo separacdo de alguns pares de cromossomos homdlogos (paterno e materno)
durante a anafase I, ou a ndo separacdo das cromatides-irmas na anafase Il. Assim, devido a
ndo disjuncdo durante a anafase I, serdo formados dois gametas com dois cromossomos 21
geneticamente diferentes. Porém se a ndo disjuncdo acontecer na anafase Il, os dois
cromossomos 21 no gameta serdo copias geneticamente idénticas (NUSSBAUM et al., 2016).
A né&o separagdo dos cromossomos pode ser decorrente de um erro no citoesqueleto celular
durante a formacéo dos microttbulos no fuso meidtico, que ndo se formam por caréncia de suas
proteinas essenciais (Figura 2) (MUSTACCHI, 2000). Quando o gameta aneupldides??,
contendo duas copias dos HSA21, se funde a um gameta normal, durante a reproducdo humana,
ocorre a formacdo de um zigoto trissémico. O gameta aneupldide que ndo recebeu a cdpia do
cromossomo 21, ao se fundir a um gameta normal formam uma célula monossémica*?. No
entanto, a monossomia do HSA21 ndo é compativel com a vida (Figura 3).

A trissomia simples do 21, ocasiona cerca de 95% dos casos de SD (COPPEDE, 2016).
A maioria dos erros envolvendo a nao-disjungdo cromossomica associada ao HSA21 ocorrem
durante a ovogénese, sendo a idade materna um fator de risco para a ocorréncia da SD. Cerca
de 90% dos casos de T21 envolvem um cromossomo adicional materno, enquanto a néo-
disjuncdo meidtica paterna tem 10% de ocorréncia. Além disso, 1-2% das trissomias simples
ocasionam abortos espontaneos (HASSOLD & SHERMAN, 2000).

Outro fator de risco associado a ndo-disjuncdo dos cromossomos € a reducdo da
recombinacdo entre 0os cromossomos homélogos durante a préfase da meiose 1. A frequéncia
de recombinacéo entre os cromossomos 21 resultantes de ndo-disjuncdo meidtica € menor do
que entre cromossomos 21 que se separaram normalmente. Essa observacdo foi realizada
inicialmente por Warren e colaboradores em 1987, quando levantaram a hipdtese de que a
reducdo na formacdo de quiasmas era uma predisposi¢cdo para a ndo-disjuncdo dos HSA21 e o
que resultaria na T21 (WARREN et al., 1987).

17, 15, 22, 12 (Ver Glossério — Apéndice A)
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Figura 2: Representacéo de etapas diferentes da meiose | dos cromossomos. (A) a seta indica
a existéncia de uma anormalidade do fuso em um dos cromossomos do par superior. (B) a ndo
disjuncdo do par cromossdémico superior com ruptura do fuso, o que acarretara na formacao de
uma celula com duas cdpias do mesmo cromossomo e outra sem nenhum representante desse
Cromossomo.

Fonte: MUSTACCHI, 2000.

Figura 3: Néo-disjuncdo na primeira divisdo meidtica. O HSA21 é duplicado durante a fase S
da interfase (pré-meiose) e na primeira divisdo meiodtica os cromossomos homologos nédo se
separam. S&o formados gametas dissdbmicos que poderao dar origem a uma célula com trissomia
e 0s gametas nulissdmicos ndo serdo viaveis por darem origem a células com a monossomia do
HSA21.

@D HSA21

Duplicacéo

) NN _/ =
Trissomia Trissomia Monissomia Monossomia
Fonte: Produzido pelo Autor (2019).
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O estudo feito em 1996 por Lamb e colaboradores observou que a ndo-disjuncéo
cromossdmica também esta associada as alteracfes no processo de recombinacdo durante a
meiose. Dependendo dos locais aonde ocorrem determinadas recombinagdes, os pares de
homologos parecem ser mais susceptiveis a ndo-disjuncao, apresentando diferenca entre meiose
I e I1. Quando a recombinac&o acontece proxima ao telomero*® e distante do centrémero ocorre
uma maior susceptibilidade da ocorréncia da ndo-disjuncdo durante a meiose |, em
contrapartida quando a recombinacdo acontece proxima ao centrdmero (pericentromeérica)
parece haver uma susceptibilidade de que a ndo-disjuncéo aconteca durante a meiose Il (LAMB
etal., 1996; LAMB et al., 1997).

3.3.2. Translocagéo

As translocacdes podem ser balanceadas ou ndo balanceadas. As translocacfes
balanceadas ndo alteram o material genético (PAZARBASI et al., 2013), ja as translocacdes
ndo-balanceadas alteram o material genético podendo aumentar ou diminuir a quantidade de
genes.

As translocagdes balanceadas envolvem a troca de segmentos cromossémicos entre
cromossomos ndo homdlogos. A ocorréncia de rearranjos balanceados geralmente ndo alteram
o fenotipo do individuo portador da translocacdo, considerando que nenhum material
cromossdmico essencial foi danificado ou perdido, mantem-se o equilibrio genébmico. No
entanto, o individuo que possui a translocagédo corre um risco aumentado de infertilidade, perda
recorrente de gestacdo ou producdo de gametas desequilibrados, podendo nesses casos gerar
filhos com fenotipos alterados (SCRIVEN et al., 2001; PAZARBASI et al., 2013).

As translocacdes podem ser classificadas como reciprocas ou Robertsonianas. As
translocagdes reciprocas foram descobertas em 1921 por Sturtevant, e envolvem a troca de
fragmentos entre cromossomos ndo homologos, ndo ocorrendo perda e nem ganho de material
genético e nenhum gene truncado (LUTHARDT & KEITGES, 2001; MORIN et al., 2017). A
incidéncia da translocacéo reciproca é de 1/1175 nascidos (CRUZ, 2010). Ja as Translocagdes
Robertsonianas foram descritas em 1916 pelo bidlogo americano William Rees Brebner
Robertson, e ocorrem entre cromossomos acrocéntricos** ndo homaélogos (Cromossomos 13,
14, 15, 21, 22) que unem seus centrémeros fusionando os bragos-q. As quebras ocorrem
proximas ou no centrdmero. A fusdo dos bragos-p forma um cromossomo acéntricol®
extremamente pequeno e este acaba sendo perdido nas primeiras divisdes celulares. A perda do
braco-p ndo acarreta consequéncias graves ao individuo portador, uma vez que ndo existem
genes essenciais nessas regides, compostas basicamente de heterocromatina (MORIN et al.,
2017). A fusdo centromérica entre os bragos-q forma um cromossomo translocado
metacéntrico®® (nico, que n3o serd perdido. Assim os individuos que possuem Translocacio
Robertsoniana balanceada apresentam um cariétipo de 45 cromossomos, mas Sao
fenotipicamente normais (LUTHARDT & KEITGES, 2001).

A ocorréncia de SD por hereditariedade ¢ uma possibilidade alta para os filhos de
individuos portadores de translocagdes envolvendo o HSA21, pois existe um risco maior de
gametas ndo balanceados serem gerados (ANTONARAKIS et al., 2004).

Como mostra a Figura 4, os possiveis gametas gerados pela Translocagdo
Robertsoniana entre os cromossomos 21 e 14 em uma fecundacédo séo: gametas monossémicos,
trissdmicos e normais.

40, 44, 16, 29 (Ver Glossario — Apéndice A)
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A porcentagem de acontecer uma Translocagdo Robertsoniana em individuos com SD
é cerca de 2-4% segundo Capone (2001). Ela pode acontecer através de trocas nos cromossomos
13,14,15 e 22 com 0 cromossomo 21, porém a mais frequente é a t14/21 segundo pesquisas de
Araujo (2013) e Kolgeci e colaboradores (2015).

Figura 4: Formacdo de gametas ndo-balanceados por individuos portadores de Translocacéao
Robertsoniana entre os cromossomos 21 e 14. Durante a segregacéo e formacgéo de gametas a
prole pode ser de (a) T21, (b) monossomia do 21, (c) trissomia do 14, (d) monossomia do 14,
(e) translocacdo equilibrada, (f) gameta normal. As monossomias do 21 e 14, e a trissomia do
cromossomo 14 ndo sdo compativeis com a vida.
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Trissomia 21 Monossomia 21 Trissomia 14 Monossomia 14 Normal Normal

Fonte: Produzido pelo Autor (2019).

3.3.3. Mosaicismo

A SD por mosaicismo acontece quando um individuo possui mais de uma linhagem de
células geneticamente diferentes e que sdo originadas a partir de um unico zigoto. Os individuos
se tornam um mosaico celular formado de células eupldides e trissémicas para 0 cromossomo
21, como observado na Figura 5. A ocorréncia da trissomia por mosaicismo € de 1,3-5% nos
individuos com SD (PAPAVASSILIOU et al, 2015). No entanto nem sempre 0s testes de
diagnostico para a SD por mosaicismos mostram o resultado correto, uma vez que apresentam
limitagdes. Durante a amniocentese para teste de mosaicismo, pode ocorre de as células
coletadas ndo apresentarem a trissomia, mesmo que o individuo possua a T21 por mosaicismo
(BORNSTEIN et al., 2009).

O diagnostico para SD por mosaicismo ndo é tdo simples em comparacao as outras
formas da SD. Nem sempre 0s exames citogenéticos detectam esse tipo de SD, principalmente
em individuos com niveis de células trissdmicas baixo. Isso acontece por causa da variagdo na
porcentagem de células trissdomicas nos individuos, acarretando a falta de padrédo (Figura 6).
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As pessoas com baixo nivel de células trissdmicas apresentam caracteristicas sutis da SD,
consequentemente aquelas que apresentam mais células trissdbmicas exibem uma severidade
maior no fenotipo (PAPAVASSILIOU et al., 2015).

Figura 5: T21 por mosaicismo celular. O HSA21 sofre divisdo mitotica, a esquerda acontece
uma ndo-disjuncdo das cromatides irmds dos cromossomos, gerando uma célula com
monossomia e uma com trissomia. Ao lado direito ocorre a disjuncdo das cromaétides e as
células apresentam dois cromossomos cada uma. Dessa maneira formando um mosaico celular,
com células apresentando 46 e 47 cromossomos.

HSA21
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Fonte: Produzido pelo Autor (2019).

Figura 6: Diferentes percentuais de Células Trissémicas (azul) e Células Normais (verde) em
diferentes frequéncias de mosaicos.
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3.4. O Cromossomo 21

O cromossomo 21 é o menor autossomo humano representando 1,5% do genoma
humano, porém é um dos cromossomos mais estudados (HATTORI et. al., 2000). O HSA21 é
denominado acrocéntrico pois apresenta o seu centrdmero bem proximo ao seu brago p,
consequentemente a maioria dos seus genes estdo todos mapeados no braco q (KOLA &
HERTZOG, 1997). No brago p encontram-se copias de genes codificadores de RNA
ribossdmico e na regido proxima ao centrémero encontram-se sequéncias altamente repetitivas
(WATKINS et al., 1987; HATTORI et. al., 2000).

Hattori e colaboradores (2000) sequenciaram e catalogaram os genes no braco q do
HSA21 (21q). O sequenciamento alcancou a cobertura de 99,7% do braco 21q, e também foi
sequenciado uma parte do brago 21p de 281,116 pb. A primeira vez que foi identificado um
gene codificador de uma proteina no braco p do HSA21, sendo o mesmo classificado como
gene da tirosina fosfatase putativa (TPTE). Entre os genes catalogados no HSA21 foram
identificados genes com funcdes conhecidas, genes putativos novos com funcgdes ainda
desconhecidas, e pseudogenes®®. De acordo com as analises das sequéncias foi determinada
a presenca de 225 genes e 59 pseudogenes no total.

Os dados gerados por pesquisas e descobertas moleculares s&o continuamente
atualizados no banco de dados online do NCBI. No Consorcio de Referéncia do Genoma
Humano (GRC) é possivel encontrar dados que representem a diversidade das informagdes
geradas sobre o genoma humano, fornecendo resultados mais confidveis para a andlises
computacionais, funcionais e comparativas que contribuem para caracterizagdo dos genes
humanos e suas funcées (KIMURA & BAIA, 2002). No GRC o HSA21 é descrito como sendo
um cromossomo com o comprimento de 46.71, sendo 42,2% de sua composi¢do de bases
formada por guanina e citosina (GC%), com identificacdo de 12 genes de rRNA, 1 gene de
tRNA, 777 genes, e 207 pseudogenes, portanto, seus genes codificam um total de 1297
proteinas (Figura 7).

Figura 7: Dados atualizados do contetdo do HSA21 no NCBI.

Genoma de Referéncia:
o EHomo Sapiens. GRCh38.p12.
Emissor: Consorcio de Referéncia do Genoma.

LOC Tipe Nome | Seq. Referéncia INSDC Tamanho |GC% |Proteina | rRNA |tRNA Outros RNA Gene | Pseudogene

Che | 21 | NCO00219 | CM000SS32 | 4871 | 4220 1207 | 12 | 1 | tor w27

O cromossomo 21 possui um menor numero de genes e isso provavelmente pode
explicar o fato de que um feto trissdmico para o cromossomo 21 conseguir se desenvolver. 1sso
ja ndo acontece para 0 cromossomo 22, que tem o0 seu tamanho proximo ao cromossomo 21,
mas apresenta uma quantidade maior de genes, sendo a trissomia do mesmo incompativel com
avida (GARDINER & DAVISSON, 2000).

Gardiner & Davisson (2000) agruparam 122 genes do cromossomo 21 em categorias
funcionais, a maioria decorrente de sequéncias de cDNAs, onde a categoria de fatores diversos
apresenta maior quantidade de genes (28) seguido pela categoria de fatores de transcrigéo,
reguladores e moduladores com segundo maior nimero de genes (17), como mostrado na
Tabela 2.

38 (Ver Glossario — Apéndice A)
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Com o objetivo de estudar os genes responsaveis pelas caracteristicas do fendtipo da
SD, alguns trabalhos propuseram a presenca de uma pequena regido especifica do cromossomo
21 como essencial para o desenvolvimento do fenétipo. Essa regido foi denominada de Regido
Critica da SD (DSCR), com tamanho de 3,8 a 6,5 Mb e contendo aproximadamente 25 a 50

genes.

TABELA 2: Descricdo de categorias funcionais de possiveis genes associados aos fendtipos
da Sindrome de Down. Inferéncias funcionais foram baseadas em similaridades parciais ou
completas dos genes ou modelos de genes do cromossomo 21 com proteinas ou dominios
proteicos para 0s quais os dados experimentais demostraram funcéo especifica.

CATEGORIAS FUNCIONAIS

Fatores de Transcricdo, Reguladores
e Moduladores

Estrutura da Cromatina
Proteases e Inibidores de Proteases

Caminho da Ubiquitina
Interferdes e Resposta Imune

Quinases

Fosfatases
Processamento de RNA
Moléculas de Adesao
Canais

Receptores
Transportadores
Metabolismo Energético
Estrutural

Metil Transferases
Dominio SH3
Metabolismo de Carbono
Metabolismo de Oxigénio

Diversos

Fonte: GARDINER & DAVISSON, 2000.

GENES
GABPA, BACH1, RUNX1, SIM2, ERG, ETS2,
ZNF294, ZNF295, Pred65, ZNF298, APECED,
KIAA0136, GCFC, SON, PKNOX1, HSF2BP
HSBFS, HMG14, CHAFI1B, ADAMTSI1,
ADAMTS5, CSTB
BACE, TMPRSS2, TMPRSS3, ADAMTS],
ADAMTS5, CSTB
USP25, USP16, UBE2G2, SMT3A
IFNAR1, IFNAR2, IL10RB, IFNGR2, MX1, MX2,
CCT8, TIAM1, TCP10L
ENK, MAKYV, MNB, KID2, PHK, PFKL, ANKRD3,
PRKCBP2
SYNJ1, PDESA
rA4, U2AF35, RED1, PCBP3, RBM11
NCAM2, DSCAM, ITGB2, c21orf43
GRIK1, KCNE1l, KCNE2, KNCJ6, KCNJ15,
CLIC11, TRPC7
CXADR, Claudins 8, 14, 17, Pred12
SLC5A3, ACBG1
ATP50, ATP5A, NDUFV3, CRYZL1
CRYA, COL18, COL6A1, COL6A2
DNMT3L, HRMTIII, Pred28
ITSN, SH3BGR, UBASH3A
GART, CBS, FTCD, SLC19A1
SOD1, CBR1, CBR3
HLCS, LSS, B3GALT5, AGPAT3, STCH,
ANA/BTG3, MCM3, APP, WDR4, WDRY,
TFF1,2,3, UMODLI1, Pred5, Pred3, KIAA0653,
IGSF5, TMEM1, Pred44, TRPD, S100b, PWP2,
DSCR1, DSCR2, WRB, Pred22, SCL37A1
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Acreditava-se que a DSCR estaria envolvida em quatro fenétipos principais associados
a SD: atraso no desenvolvimento mental, atraso no crescimento, hipotonia muscular (ténus
muscular anormalmente baixo) e hiperlaxidade articular 2* (aumento exagerado da mobilidade
articular) (SINET et al., 1994). Acreditava-se que a DSCR quando duplicada, mesmo com seu
pequeno tamanho, teria papel determinante na SD (OLSON et al., 2007; LYLE et al., 2009).
Em contrapartida, outros trabalhos analisaram que em outras regiées do cromossomo 21, além
da DSCR, existem outros genes que também sdo importantes para o fen6tipo da SD. Portanto é
levantada a hipotese de que existem algumas regides criticas para fenotipos especificos e ndo
uma regido especifica para maioria dos fendtipos (LYLE et al., 2009).

Devido o sequenciamento completo do cromossomo 21 surge entdo um novo desafio,
caracterizar a funcdo de todos esses genes identificados e seus mecanismos de acdo, além de
analisar o papel bioldgico da superexpressao desses genes na trissomia do cromossomo 21.
Essa tarefa é intimidadora, pois os métodos regulatérios genéticos e epigenéticos sdo muito
complexos e o isolamento de um gene para estudos moleculares é apenas o inicio de um longo
trabalho. Assim, ainda levara algum tempo até que se possa entender 0s mecanismos que estao
intrinsecos ao desenvolvimento da SD (CAPONE, 2001).

3.5. Relagdo Genotipo-Fenotipo na Sindrome de Down

Em relacdo a SD, a utilizagcdo da biologia molecular vem permitindo a expanséo das
pesquisas e do conhecimento sobre o desenvolvimento da SD, e como o cromossomo 21 extra
pode interferir no fenotipo dos individuos trissdmicos. Com o sequenciamento completo do
HSA21, o foco voltou-se para o estabelecimento da funcgdo, ainda desconhecida, dos genes
desse cromossomo e a influéncia dos mesmos no fenotipo da SD. Apesar do avango nas
pesquisas moleculares associadas ao estudo da T21, as funcBes da maioria das proteinas
codificadas pelos genes do HSA21 permanecem ainda desconhecidas (YAMAKAWA et al.,
1998; WISEMAN et al., 2009; EL KHATTABI et al., 2019)

O desenvolvimento de técnicas moleculares permitiu a descricdo mais detalhada das
regibes cromossdmicas duplicadas e dos genes associados a T21 (PELLERI et al., 2016).
Rahmani e colaboradores (1990) definiram a presenca da DSCR localizada na parte proximal
21022.3 sugerindo que as superexpressdes dos genes encontrados nessa regido tinham papel
essencial no fenétipo dos individuos com SD (RAHMANI et al., 1990). Foi relacionado que
caracteristicas como baixa estatura, caracteristicas faciais (ponte nasal plana, macroglossia®’
aparente e orelhas dobradas), deformidades no 5 ° dedo dos pés, espaco entre 1° e 2° dedos do
pé, hipotonia muscular e atraso e comprometimento da linguagem estariam associadas a DSCR
(RAHMANI et al., 1990).

A primeira tentativa na constru¢do de um mapa fenotipico relacionado ao cromossomo
21 foi realizado em 1994, utilizando-se 32 marcadores moleculares e 0 DNA de 8 individuos
gue possuiam trissomia parcial do 21 com 25 caracteristicas fenotipicas analisadas. A formacéo
do mapa fenotipico teve como objetivo definir, a nivel molecular, pequenas regides fisicas no
cromossomo HSA21 onde 0s genes superexpressos estariam envolvidos com os fenétipos da
SD. A descricdo dessas regides duplicadas, em andlises de trissomias parciais, usualmente sao
importantes para a compreensdo da base genética de algumas alteragbes cromossdmicas,
fornecendo informagdes para futuros avangos na prevencdo e melhoramento dos tratamentos
clinicos (KORENBERG et al., 1994).

Korenberg e colaboradores (1994) observaram que genes fora da DSCR também
estavam associados a alguns fenétipos da SD, pois 3 dos 16 individuos analisados, que nédo
possuiam a DSCR duplicada, apresentavam fenotipos tipicos da SD como: caracteristicas das
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facies, microcefalia®, baixa estatura, hipotonia, dedos anormais e atraso no desenvolvimento
mental. No entanto esse estudo foi limitado, sendo necessario um maior nimero de analises que
envolva outras regides do cromossomo 21, com o objetivo de descobrir qual parte da
variabilidade de uma caracteristica é favorecida pela superexpressdao dos genes em uma
determinada regiéo.

Uma reanalise recente de varios casos descritos de trissomias parciais de individuos com
ou sem SD foi realizada com intuito de delimitar mais precisamente a regido do HSA21 que se
encontra constantemente duplicada em individuos trissdmicos. Os resultados mostraram que
uma regido mais restrita da DSCR (21¢.22.13) seria responsavel pelos principais fendtipos
associados a SD e ainda ressaltam a presenca de genes ainda ndo descritos nessa regido e que
suas identificagbes podem ser importantes na compreensdo dos fen6tipos e o desenvolvimento
de diagnosticos e tratamentos das comorbidades da SD (PELLERI et al., 2016).

As fungdes de alguns genes localizados no cromossomo HSA21 ja sdo conhecidas, e
alguns dos genes vem sendo estudados para melhor compreensdo do desenvolvimento do
fendtipo da SD, como:

e SOD-1: Gene que codifica a enzima superoxido dismutase-1, que atua na defesa
antioxidante na maioria das células que estdo expostas ao oxigénio. Estudos mostram que o0
estresse oxidativo, como a lipoperoxidagdo?® gestacional (que pode levar a destruicio da
estrutura dos acidos graxos da membrana celular), ocorrem na patogénese da SD e levam as
modificacOes fisicas na membrana celular, comprometendo a sua fluidez, permeabilidade e
funcdes bioldgicas (PAGANO & CASTELLO, 2012; PERLUIGI & BUTTERFIELD, 2012).
A superexpressdo (trissomia) desse gene gera um quadro de agressdo enddgena constante
causando danos a célula, pela oxidacdo de grupos sulfidricos e a peroxidacdo dos lipidios
insaturados, ocasionando a captura dos elétrons pelos radicais livres. Esse gene é encontrado
dentro da regido DSCR (DUTTA et al., 2005).

e DSCAM: Gene responsavel por codificar uma molécula de adesdo celular, seu papel
principal estd relacionado ao desenvolvimento neuronal, seu produto proteico faz parte da
superfamilia de imunoglobulinas (YAMAKAWA et al., 1998; EL KHATTABI et al., 2019.).
O aumento anormal da sua expressdo acomete o desenvolvimento cerebral e a capacidade
sindptica (JIA et al., 2017). Também ja foi observado sua relagdo com doengas cardiacas.
Aproximadamente 50% das criancas com SD apresentam doencas congénitas do coracdo e a
superexpressdo desse gene aumenta o risco para essas doencas (DUTTA et al., 2005; PELLERI
etal., 2017).

e APP: Gene responsavel por codificar a proteina precursora amiloide, proteina
transmembranar expressa em astrocitos* e neurdnios, atua no desenvolvimento do sistema
nervoso central (SNC) e é expressa no cérebro do embrido. A proteina pode gerar placas senis®
(depdsito extracelular de beta-amiloide (Ap) na substancia cinzenta do cérebro), e emaranhados
neurofibrilares (depdsitos insoltveis que consistem em A e proteinas TAU anormalmente
hiperfosforilada) no cérebro na maioria dos pacientes com SD (geralmente acima de 40 anos),
podendo o individuo desenvolver a doenca de Alzheimer (DA). Esta associada ao atraso no
desenvolvimento mental e com a doenca de Alzheimer em pessoas com SD (CAPONE, 2001;
DUTTA etal., 2005; WISEMAN et al., 2009).
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e DyRKk1A: Gene responsavel por codificar a proteina quinase (capaz de modificar outra
molécula com a adicdo de um grupo fosfato) que esta associada a um disturbio cognitivo entre
os pacientes com SD (DOWJAT et al., 2007). Tem funcdo de inibir a proliferacdo celular e
favorecer a diferenciacdo neuronal prematura. Esta sendo relacionado a DA na SD, pois 0 seu
produto expressou a fosforilagdo da proteina APP (DIAZ-CUELLAR et al., 2016) como
também pode fosforilar varios residuos criticos de TAU nos emaranhados neurofibrilares
(PARK et al., 2009). Estudos em camundongos mostraram que a superexpressao desse gene
afeta a estrutura do cérebro, o aprendizado e a memoria (DE LA TORRE et al., 2014). Esse
gene pode estar relacionado com outros fendtipos da SD, como defeitos cardiacos congénitos,
baixa estatura e defeitos do sistema imunoldgico (PARK et al., 2009).

e S100p (calcium-binding beta): Gene pertence a familia S100, que codificam proteinas
de ligacdo ao célcio envolvidas no crescimento e diferenciacao celular, é expressa no sistema
nervoso e nos astrocitos. Niveis micromolares dessa proteina podem induzir a morte de
astrdcitos e neurdnios (NETTO et al., 2005). A proteina S100B atua na sinaptogénese®® e no
desenvolvimento de dendritos, e quando surperexpressa durante o desenvolvimento do cérebro
fetal, pode ser um importante causador de atraso mental. A superexpressao de S100p também
pode interagir no desenvolvimento, com o passar do tempo, da DA (GRIFFIN et al., 1998).

e ETS2: Gene membro da familia de fatores de transcricdo ETS, apresenta fungdes
importante no cancer, respostas imunes e no desenvolvimento 6sseo. Esse gene é superexpresso
no cérebro e fibroblastos de individuos com SD. Foi observado que a superexpressdo desse
gene em camundongos transgénicos®, modelos para estudos da SD, causa desordem no sistema
imunolégico, como hipoplasia do timo, baco e alteracdes no sangue periférico, semelhantes as
que ocorre em pessoas com T21. Além disso foi observado que o aumento de ETS2 no
organismo aumenta a apoptose e uma desregulacdo na via p53 (atua no controle do ciclo celular
e na apoptose) em tecidos e linhas celulares da SD, que implica no aumento de apoptose
dependente de p53 (WOLVETANG et al., 2003).

e DsCrl: Gene expresso no cérebro, coracdo e musculo esquelético, e em fetos com SD
é superexpresso no cérebro (FUENTES et al., 2000). Esse gene € um inibidor de calcineurina®
de sinalizacdo, suprerexpresso pode bloquear a desfoforilacdo, translocacdo nuclear e
atividades de NFAR (fator nuclear de células T ativadas), inibindo a sinalizacdo dependente de
calcineurina (DUTTA et al., 2005). O DsCrl pode disputar com a proteina TAU pela
calcineurina, assim a proteina TAU pode hiperfosforilazar e se acumular no cérebro,
contribuindo para o desenvolvimento da DA (FUENTES et al., 2000).

A associacdo dos genes com o fendtipo da SD, foi utilizada para a formacdo do mapa
fenotipico. Estas foram e ainda estdo sendo realizadas através de interferéncias funcionais de
semelhangas (parciais ou completas) dos genes do cromossomo 21 e modelos genéticos para
proteinas ou dominios de proteinas (que foram demonstradas com fungdes especificas através
de dados experimentais). Os genes, em geral, sdo classificados de formas amplas, para que seja
possivel que novos estudos revelem outras fungdes para 0 mesmo gene, dessa forma fica mais
clara a atuagdo dos mesmos genes em certos fenotipos, e que varios genes podem interagir para
desenvolver alteragdes em um mesmo fenotipo (GARDINER & DAVISSON, 2000).
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3.6.  Animais Modelo para o Estudo da Sindrome de Down

Segundo Andrade e colaboradores (2006), a definicdo de modelo pode ser entendida
como “aquele que permite imitaces ou reproducdo”. Modelo animal refere-se a “aquele animal
que melhor responde ao experimento e possibilita a sua reprodutibilidade, de maneira que
qualquer pesquisador possa ter acesso aos mesmos resultados”. De acordo com Andrade e
colaboradores (2006) o animal escolhido para ser utilizado no estudo, precisa estar bem
definido, pois ndo é qualquer animal que se enquadra em todas as pesquisas. Independente da
pesquisa, precisa-se saber algumas caracteristicas inerentes ao animal que se pretende estudar,
entre elas estdo:

a) Tamanho do animal; e) Domesticacdo;
b) Ciclo reprodutivo; f) Adaptacéo;
c) Numero da prole; g) Nutricéo.

d) Precocidade;

A necessidade de um ambiente adequado para o animal também deve ser levada em
consideracdo. Nesse contexto, 0os animais modelos tornam-se importantes ferramentas para a
pesquisa, e essenciais para os estudos e melhor compreenséo da SD.

O HSAZ21 apresenta homologia genética com amplas regides do cromossomo 16, e parte
terminais dos cromossomos 10 e 17 de camundongos (Mus musculus) (MMU10,16,17)
(REEVES et al., 1995; WILTSHIRE et al., 1999). Aproximadamente dois tercos dos genes
ortdlogos® dos 243 genes conhecidos presentes no HSA21 sdo encontrados no MMU16, e 0
restante dos genes encontram-se distribuidos entre MMU10 e MMU17, tornando os
camundongos bons modelos para os estudos da T21 (O'DOHERTY et al., 2005; REINHOLDT
et al., 2011). Esses animais possibilitam uma pesquisa mais especifica sobre determinados
genes e as consequéncias do desequilibrio na dosagem génica. Modelos de camundongos
aneuploides vem sendo desenvolvidos, no entanto esses modelos apresentam trissomias parciais
em relacdo a todos os genes ortdélogos do HSA21. A trissomia completa dos genes em
camundongos causa a morte fetal dos animais (GUPTA et al., 2016).

Dois modelos animais bem caracterizados e amplamente utilizados nos estudos de T21
sdo o camundongo Ts65Dn e o camundongo Ts1Cje. O modelo Ts65Dn consiste no modelo
mais completo e mais utilizado nas pesquisas. Esses camundongos séo trissomicos para a
maioria dos genes ortdlogos do HSA21, esses genes conservados encontram-se na extremidade
distal do MMUL16, estendendo-se ao gene da proteina ribossdmica mitocondrial L39 ao
telomero distal (DAVISSON & COSTA, 1999). Os camundongos Ts1Cje também apresentam
trissomia parcial do MMU16. Ambos 0s modelos apresentam fenotipos caracteristicos da SD
incluindo déficit no aprendizado e na cognicao, alteracGes craniofaciais e problemas cardiacos
(DAVISSON & COSTA, 1999; LORANDEAU et al., 2011). Os déficits de aprendizado dos
animais Ts1Cje sdo menos graves que os dos camundongos Ts65Dn, que apresentam uma
regido maior do MMU16 envolvida na trissomia do que o Ts1Cje (SAGO et al., 1998; HEWITT
etal., 2010).

Modelos de camundongos transgénicos também foram desenvolvidos e vem sendo
utilizados para os estudos associados aos efeitos celulares especificos e estagio-especificos da
superexpressdo de alguns genes (DUTTA et al., 2005).

Recentemente, um dos modelos de camundongos denominados Tcl(camundongo de
linhagem transcromosssdmica), criados através da manipulagdo de células-tronco de
camundongos gque carregam um cromossomo extra HSA21 quase completo, apresentando 92%
da trissomia analoga ao HSA21. Este modelo ¢é considerado o mais bem adaptado para o estudo

33 (Ver Glossario — Apéndice A)



29

da SD. Os resultados de estudos com o Tcl mostraram que esses animais manifestam déficit na
memoria, na plasticidade sinaptica, nas funcbes locomotoras, no desenvolvimento do coracéo
e do esqueleto craniofacial. Assim como nos humanos, os modelos Tcl apresentam déficits
cerebelares, exibindo o volume cerebelar reduzido e uma reducéo das células granulares, sendo
0 motivo dessa anormalidade anatémica ainda desconhecido (O'DOHERTY et al., 2005;
GALANTE et al., 2009). Uma comparacéo feita entre 0 camundongo Ts65Dn e Tcl, mostram
que Tcl apresenta alterages mais severas no controle motor e de aprendizagem, provavelmente
pelo fato dos animais Tcl apresentarem mais genes ort6logos ao cromossomo humano 21 do
que o modelo Ts65Dn. A utilizacdo desses animais, mostram que a quantidade de genes
superexpressos no cromossomo podem gerar fendtipos mais brandos ou mais severos em seus
portadores (GALANTE et al., 2009).

E importante ressaltar que nenhum desses modelos de camundongos sdo 100%
complementares as caracteristicas da SD em humanos, apenas alguns genes sdo compativeis
com os genes do HSA21, ainda assim existem uma grande quantidade de genes que devem ser
estudados para compreensao da sua associacdo ao fenétipo da SD (DUTTA et al., 2005). No
entanto, esses modelos animais representam uma importante ferramenta para caracterizar e
compreender o efeito do desequilibrio génico e da dosagem.

3.7.  Pesquisas Moleculares Associadas a Sindrome de Down

3.7.1. Silenciamento do Cromossomo 21

Jiang e colaboradores (2013) realizaram um trabalho inovador que representou o
primeiro passo para o desenvolvimento de uma terapia cromossémica, através do silenciamento
da cdpia extra do cromossomo 21 em células trissdmicas. Nesse trabalho foi utilizada a edicéo
gendmica por nucleases para a insercdo do transgene** XIST no cromossomo 21 (locus
DYRKZ1A) em células estaminais pluripotentes “3(iPS) retiradas de individuos com SD. O XIST
é um gene que codifica um grande RNA nuclear que ndo é traduzido e € responsavel pela
inativacdo de um dos cromossomos X nas células femininas de mamiferos. Dessa forma, o
objetivo era usar o XIST para inativar um dos autossomos 21. Este gene quando ativado, no
cromossomo editado por engenharia genética, era capaz de silenciar o cromossomo 21
hospedeiro inteiro. O cromossomo 21 editado apresentou em muitos nucleos o seu DNA
condensado, mostrando um sucesso na formacéao heterocromatica do corpusculo de Barr como
mostra a Figura 8.

3.7.2. MicroRNAs e a Sindrome de Down

Os micros RNAs (miRNA) sdo pequenos RNAs ndo codificantes que sdo utilizados
como silenciadores pés-transcricionais. Descobertos ha cerca de vinte anos, e suas principais
funcdes e mecanismos de acdo ainda ndo estdo totalmente claros. Os mMiIRNAs tém
aproximadamente 20-22 nucleotidios e sdo naturalmente expressos, atuando na regulagédo
génica por meio de mecanismos pos-transcricionais, fazendo com que o gene alvo tenha a sua
expressao alterada ou que o mMRNA (RNA mensageiro) correspondente seja degradado. Os
miRNAs tem a capacidade de modular a expressdo de genes, alterando fungdes bioquimicas e
celulares (KATO & NATARAJAN, 2015; NASCIMENTO & DOMINGUETI, 2019). Os
miRNAs sdo heterogéneos e podem se ligar a diferentes mRNAS, e assim sdo capazes de
silenciar diversos genes simultaneamente (NOVAK et al., 2014).

41,43 (Ver Glossario — Apéndice A)



30

Figura 8: Exemplo do silenciamento no terceiro cromossomo 21 formando um Corpusculo de
Barr.

Insercao do gene XIST com
auxilio de nuclease dedo de zinco

Célula tronco Pluh'potente com SD

Atuacdo do gene XIST

Célula com silenciamento do terceiro cromossomo

Cromossomo extra 21 metilado e
silenciado transcricionalmente

<

Formacgéo do corpo de Barr Cromossomo recebe o gene XIST e é revestido pelo
RNA-né&o-codificado

Fonte: Produzido pelo Autor (2019).

Determinados microRNAs séo superexpressos e foram observados em individuos com
SD e parecem contribuir para a neuropatologia, defeitos congénitos no coragédo, leucemia e no
desenvolvimento de tumores sélidos (BRAS et al., 2018). Um estudo feito por lzzo e
colaboradores (2017), analisou 5 miRNA (miR-99a-5p, let-7c-5p, miR-125b2-5p, miR-155-5p
e miR-802-5p) encontrados no HSA21, para saber se eram superexpressos na SD, e os efeitos
gue poderiam causar aos mecanismos moleculares envolvidos na funcdo mitocondrial e no
desenvolvimento do coracdo. No estudo foi percebido que trés dos miRNAs (miR-99a-5p, miR-
155-5p e let-7¢-5p) estavam sendo superexpressos no coragdo de fetos com T21, provavelmente
em consequéncia da dosagem génica aumentada. Através de analises de bioinformatica
descobriram que os mMiRNAs let-7c-5p e miR-155-5p possuem genes alvos que estdo
envolvidos na fungdo mitocondrial e destacaram que os dois miRNAS, uma vez que podem
alterar a expressao dos genes e as fungdes bioquimicas e celulares, devem ser investigados, pois
podem estar envolvidos no mecanismo que leva o portador da SD a apresentar malformacao
cardiaca. Eles acreditam que a superexpressdo do miR-155-5p possa ter impacto potencial na
biogénese mitocondrial (1ZZ0 et al., 2017).

Estudos com miRNAs relacionados a SD podem auxiliar na descoberta de doencas
relacionadas a SD, como também podem servir como ferramentas para o silenciamento de
genes.
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4. CONCLUSAO

A sindrome de Down é uma das mais conhecidas alteragdes genéticas mundialmente.
Pesquisas vem sendo realizadas afim de conhecer os genes presentes no HSA21 e a funcéo
deles. Atualmente se conhece o tamanho do cromossomo 21, sua forma e a quantidade de genes,
porém ainda ndo se entende 0s mecanismos por tras dos fenotipos da T21. Dessa forma, pode-
se destacar que embora os individuos que apresentam a T21 possuam caracteristicas fenotipicas
tipicas, existe uma variacao expressiva entre os fendtipos e o gendtipo desses individuos. Essa
variacdo fenotipica é decorrente da expressdo de diferentes genes nos diferentes individuos,
pelas combinacdes de diferentes alelos, somado a influéncia ambiental.

Assim a SD pode se manifestar de maneiras peculiares, e tanto a hipoOtese da
instabilidade do desenvolvimento quanto a hipGtese da dosagem de genes possuem seus
fundamentos. E certo também que a expressdo ndo balanceada dos genes do cromossomo 21
gera fendtipos tipicos da trissomia.

A utilizacdo de camundongos aneupldides e geneticamente modificados ajudam na
compreensdo de como 0s genes e a trissomia dos mesmos estdo envolvidos no fenétipo da T21,
e € uma importante ferramenta no estudo do fenétipo da SD. Entretanto, ainda nao foi possivel
reproduzir e manter vivo um camundongo que apenas com 0S genes superexpressos, que sdo
candidatos para a manifestacao do fenotipo da SD. Isso seria de extrema importancia.

Embora ja se conheca as funcgdes de alguns genes do cromossomo 21 e a influéncia da
sua dosagem aumentada em individuos trissdmicos, as informacg6es obtidas até 0 momento nédo
esclareceram o complexo mecanismo de atuacdo desses genes e da variabilidade fenotipica da
T21.

Para poder avancar no conhecimento das comorbidades da SD é essencial entender
melhor os mecanismos de atuacao desses genes, e do efeito desses genes em trissomia. A analise
dos genes do cromossomo 21, a associagdo fendtipo/genétipo, a funcdo das proteinas no
metabolismo celular, os efeitos da trissomia dos genes, as pesquisas moleculares e a utilizacdo
de animais modelos para estudos da SD sdo de suma importancia para melhor compreensao
dessa alteracdo cromossdmica e como 0s avangos da tecnologia molecular poderdo ajudar a
decifrar a complexa dindmica da SD.
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APENDICE A
GLOSSARIO

1 Amniocentese

Método de diagndstico pré-natal que consiste na aspiracao trans-
abdominal de uma pequena quantidade de fluido amnidtico da
bolsa amniotica que envolve o feto.

2 Aneuploides

AlteracGes cromossdmicas numéricas que se caracterizam pelo
aumento ou diminuicao de um tipo de cromossomo.

3 Artelho

Nomenclatura dada para os dedos dos pés.

4 Astrocitos

Células da neuroglia, com fung¢bes como sustentacdo e nutrigdo
dos neurdénios.

5 Bandeamento Cromossdmico

Técnica usada para detectar sequéncias especificas de acidos
nucléicos, como regibes de microdelecbes e rearranjos
cromossomais.

6 Blefarite

Inflamacdo ndo contagiosa das palpebras.

" Braquidactilia

Desordem genética que atua no encurtamento dos dedos da méo.

8 Calcineurina

Enzima fosfatase proteica que dependente de calcio e
calmodulina. Ativa as células T do sistema imunoldgico.

9 Camundongos Transgénicos

Sdo camundongos que apresentam uma coépia de DNA
recombinante exdgeno inserida no seu DNA.

10 Cardiopatia Congénita

Desordem na estrutura ou funcdo do coragdo, que ocorre no
desenvolvimento embrionario e pode ser ou ndo descoberto anos
depois.

11 Cariotipagem

Técnica que analisa células de um individuo para determinar seu
padrdo cromossdmico e permite identificar se o individuo possui
ou ndo alguma alteracdo cromossémica.

12 Célula Monossdmica

Células que possuem apenas um cromossomo de um dos pares
Cromossémicos.

13 Centromero

Regido mais condensada do cromossomo, que divide o
cromossomo em dois bragos p e g.

14 Cordocentese

Exame feito para diagndstico pré-natal, que consiste na retirada
de uma amostra de sangue do feto/embrido a partir do cordéao
umbilical, para detectar alguma alteracdo cromossémica.

15 Croméatides-lrmas

Sé&o os dois filamentos do DNA que formam a estrutura de dois
cromossomos unidos pelo centrdmero.

186 Cromossomo Acéntrico

N&o possui centromero.

17 Cromossomos Homélogos

Pares de cromossomos que sao herdados pelos pais, um doado
pelo pai e 0 outro pela mae. Possuem informacdes genéticas
semelhantes, como comprimento, estrutura, quantidade de
genes, localizacdo de genes e centrdmeros também similares.

18 Delegdes

Resulta de um desequilibrio do cromossomo por perda de um ou
mais dos seus segmentos.

19 Doenca De Hirschsprung

Doenca na qual ocorre um aumento do célon causado por
obstrucdo intestinal.

20 DuplicagGes

Resulta de um desequilibrio do cromossomo por duplicar um (ou
mais) de seus segmentos.
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21 Estrabismo

Desvio de um dos olhos da direcdo correta, de modo que o
individuo ndo consegue dirigir simultaneamente os eixos visuais
para 0 mesmo ponto.

22 Gameta Aneuploide

Apresenta a falta de um cromossomo em um dos pares dos
Cromossomos.

23 Halux

Nomenclatura para o dedo polegar dos pés.

24 Hiperlaxidade Articular

E uma condicdo na qual ocorre o relaxamento de ligamentos e
das articulacdes.

%5 Hipotonia Muscular

E uma condicdo na qual o tbnus muscular esta anormalmente
baixo, geralmente envolvendo reducédo da forca muscular.

%6 Lipoperoxidacéo

Incorporacdo de uma molécula de oxigénio sobre os &cidos
graxos da membrana celular.

27 Macroglossia

Crescimento anormal da lingua, fazendo com que ela alcance um
tamanho maior do que a cavidade bucal.

28 Manchas de Brushfield

Peguenos pontos brancos presentes na periferia da iris do olho,
devido a uma agregacéo de tecido conjuntivo.

29 Cromossomo Metacéntrico

O centrdmero localizado no meio do cromossomo separando em
tamanhos iguais os bragos p e g.

30 Microcefalia

Condicdo em que a cabeca € significativamente menor do que o
esperado, muitas vezes devido ao desenvolvimento anormal do
cerebro.

31 Micrognatia

Uma deformacdo na mandibula inferior, fazendo com que ela
seja menor do que o normal.

32 Microstomia

Diametro reduzido da boca, fazendo com que a boca seja menor.

33 Genes Ortologos

Genes que possuem a mesma funcgdo e uma origem comum.

34 Paracéntricas

S&o quebras que ocorrerem em um mesmo bra¢o cromossomico.

35 Pericéntricas

Quando a recombinacdo acontece préxima ao centromero.

36 Placas Senis

Depositos extracelulares da proteina beta-amil6ide na substancia
cinzenta do cérebro, que vao formando placas.

37 Prega Simiesca

E a presenca de uma Unica linha que se estende na palma da méo.

38 pseudogenes

Sequéncias gque se assemelham muito a genes conhecidos, mas
gue ndo tem a funcdo de codificar um produto funcional.

39 Sinaptogénese

E o processo de formacdo de sinapses entre os neurénios do
sistema nervoso central.

40 Teldmero

Estruturas constituidas por fileiras repetitivas de proteinas e
DNA ndo codificante que formam as extremidades dos
Cromossomos.

41 Transgene

E um gene transferido entre dois organismos por via natural ou
por técnicas de engenharia genética.

42 Trissomia

Ocorre quando a célula apresenta um dos pares de cromossomaos
a mais.

43 Células estaminais pluripotente:

Células que podem ser utilizadas para se diferenciar em
linhagens celulares diferentes, tendo capacidade de se
autorrenovar e se dividir indefinitivamente.

44 Cromossomo Acrocéntrico

Possui 0 seu centrdmero proximo ao seu brago p do cromossomo.
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