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RESUMO

Folatos sdo vitaminas do complexo B requeridas em processos biossintéticos e
epigenéticos. Disfuncdes no seu metabolismo resultam em quebras cromossémicas,
alteracdes na metilacdo do DNA e aneuploidia. Polimorfismos genéticos que alteram
enzimas envolvidas neste metabolismo sdo considerados uma possivel causa de
nao-disjuncdo cromossdmica por hipometilacdo. A Sindrome de Turner (ST) é um
importante modelo de investigacdo para os polimorfismos dos genes na rota do
folato e a ndo-disjungcdo cromossémica somatica devido a alta frequéncia de
mosaicismo nestas pacientes. Neste trabalho, reportamos a prevaléncia das
alteracdes cromossOmicas e 0 seu potencial efeito fenotipico em pacientes com ST.
Também investigamos uma possivel associacdo entre os polimorfismos dos genes
MTHFR, MS e TS, e o risco de ndo-disjuncdo somatica na ST. Foram cariotipadas
110 pacientes, das quais 53 apresentaram alteracdes cromossémicas compativeis
com a ST. O cariotipo 45,X ocorreu em 56,6% dos casos. Clinicamente, as pacientes
com ST apresentaram fendtipos distintos, entretanto estes disturbios clinicos
estavam de acordo com os relatos da literatura. A andlise citogenética exerceu um
importante papel no progndstico e no direcionamento do tratamento adequado. As
frequéncias dos alelos mutantes MTHFR 1298C, MS 2756G e repeticdo em tandem
TS 2R nado foram significativamente diferentes entre pacientes ST e controles.
Contudo, no MTHFR 677T o alelo mutante apresentou-se mais frequente nos
controles, reforcando assim a auséncia de associacdo destas mutacfes com 0 risco
da ndo-disjuncao. A andlise das frequéncias genotipicas mostrou que apenas o gene
MS exibiu uma frequéncia maior do genoétipo mutante recessivo GG nas portadoras
da ST, porém esta diferenca ndo foi associada a um aumento significativo no risco.
No presente estudo ndo foi possivel estabelecer uma associacdo entre o0s
polimorfismos dos genes MTHFR, MS e TS, e o risco na ndo-disjuncdo somatica na
ST, demostrando que as mutagcdes dos genes envolvidos na rota do folato podem
nao representar uma importante contribuicdo para os mecanismos de geracao das
aneuploidias.

Palavras-chave: Alteragbes cromossOmicas; aneuploidia; hipometilagcdo; genes
MTHFR, MS e TS; sindrome de Turner.
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ABSTRACT

Folates are B-complex vitamins required in biosynthetic and epigenetic
processes. Dysfunctions in their metabolism result in chromosomal breakage,
aberrant DNA methylation and aneuploidy. Genetic polymorphisms that alter
enzymes involved in this metabolism have been considered a possible cause of
chromosome nondisjunction by hypomethylation. Turner syndrome (TS) is an
important model for investigation of gene polymorphisms on the folate pathway and
somatic chromosome nondisjunction due to high frequency of mosaicism in
these patients. This work reports the prevalence of chromosomal abnormalities and
their potential phenotypic in TS patients. We also investigated a possible association
between polymorphisms of genes MTHFR, MS and TS and the risk of somatic
nondisjunction inTS. 110 patients were karyotyped, of which 53
showed chromosomal abnormalities consistent with ST. The karyotype 45,X occurred
in 56,6% of cases Clinically, TS patients showed different phenotypes, although
these clinical disorders were in agreement with the literature reports. Cytogenetic
analysis played an important role in prognosis and in directing appropriate treatment.
The frequencies of mutant alleles MTHFR 1298C, MS 2756G and tandem repeat TS
2R were not significantly different between TS patients and controls. However, the
mutant  allele MTHFR 677T  was more  frequent in controls,
enhancing the lack of association of these mutations with the risk of nondisjunction.
Analysis of genotype frequencies showed that only the MS gene exhibited a higher
frequency of genotype with recessive mutant GG in the TS patients, however this
difference was not associated with a significant increase in risk. In this study, it was
not possible to establish an association between polymorphisms of genes MTHFR,
MS and TS, and the risk to somatic nondisjunction in TS, demonstrating that
mutations of genes involved in folato pathway may not represent an important
contribution to the mechanisms generating aneuploidy.

Keywords: Chromosomal abnormalities, aneuploidy, genes MTHFR, MS and TS,
Turner syndrome.
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1. INTRODUCAO

Os disturbios cromossémicos sido responsaveis por importantes doencas
genéticas, respondendo por uma propor¢gao significativa dos insucessos
reprodutivos, malformag¢des congénitas e retardo mental. Em termos clinicos, as
aneuploidias sdo os disturbios cromossémicos mais comuns e significativos, sendo
identificadas em aproximadamente 5% de todas as gestagdes clinicamente
reconhecidas, 0,3% dos nascimentos e aproximadamente 33% de todos os
abortamentos esponténeos. Embora o avango da idade materna seja o principal
fator etiolégico associado a ocorréncia de conceptos aneupldides, estudos sobre a
segregacao meidtica tém mostrado que outros fatores também predispdem a nao-
disjungdo cromossémica como a degradagao das coesinas, padroes alterados de
recombinacdo cromossdmica, hipometilagdo do DNA, metabolismo do folato e certos
tipos de polimorfismos.

A Sindrome de Turner (ST) consiste em um dos mais prevalentes disturbios
cromossémicos humanos, afetando aproximadamente 1:2500 nascimentos
femininos. Citogeneticamente, esta sindrome € caracterizada pela auséncia total ou
parcial de um cromossomo sexual. O cariétipo 45,X ocorre em aproximadamente
50% dos casos e o restante apresenta outras alteragdes estruturais do cromossomo
X ou Y e/ou mosaicismo. O quadro clinico desta sindrome é evidenciado pela baixa
estatura e disgenesia gonadal, além de uma variedade de sinais dismorficos.
Clinicamente, em contraste com outras sindromes cromossdmicas, as pacientes
com ST apresentam fendtipos completamente distintos inclusive as 45,X. Uma das
explicagbes para esse fato pode ser a presenca de mosaicismo nao detectado. A
definigdo do caridtipo, bem como a relagdo com os sinais fenotipicos exerce um
importante papel no progndstico dessa sindrome.

Folatos sdo nutrientes essenciais para processos biossintéticos de um
carbono e epigenéticos, sendo requeridos na sintese de nucleotideos e nas reagoes
de metilacdo do DNA. Deficiéncias de folato celular resultam em mutagcdes de ponto,
quebras cromossémicas, padrao aberrante de metilacdo do DNA, recombinagao
cromossbmica alterada e erros de segregacao cromossOmica. Dessa forma,

alteracdes nas reacdes ligadas ao metabolismo do folato, ocasionada por fatores



genéticos ou ambientais, podem promover falhas na segregagdao cromossémica por
efeito indireto da metilacdo do DNA, afetando a estrutura da cromatina.

Com base nestas evidéncias, James et al. (1999) sugeriram pela primeira vez
que alteragdes no metabolismo do folato, devido a polimorfismos genéticos que
alteram as enzimas metabdlicas, e hipometilagdo podem aumentar o risco de nao-
disjungao cromossémica. Esta publicagao estimulou consideravel investigacao sobre
a possivel associagdo do folato na segregacdo cromossémica e, apesar de muitos
estudos nesta area, os resultados sao frequentemente conflitantes ou inconclusivos,
mantendo a questao n&o resolvida.

A ST pode ser um importante modelo de investigagao para os polimorfismos
dos genes da rota do folato e a n&o-disjungdo cromossdmica somatica devido a alta
frequéncia de mosaicismo nestas pacientes. Até o0 momento, apenas dois trabalhos
avaliaram a influéncia de polimorfismos do gene MTHFR, que codifica uma enzima
chave no metabolismo do acido félico, na ST e apresentaram resultados conflitantes.
Por outro lado, nenhum estudo avaliou a influéncia de polimorfismos dos genes MS
e TS, também envolvidos no metabolismo do folato, como fator de risco na nao-

disjuncao nesta sindrome.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aneuploidia: aspectos gerais e mecanismos de origem

As alteragbes cromossdmicas determinam uma importante categoria de
doengas genéticas e sao responsaveis por uma propor¢do significativa das
malformagdes congénitas, insucessos reprodutivos e retardo mental. Estao
classificadas em numéricas ou estruturais, podendo envolver os cromossomos
autossbmicos, sexuais ou ambos, simultaneamente, e afetam aproximadamente
7,5% de todas as concepgdes, estando presente em 2% das gestagdes clinicamente
reconhecidas de mulheres com mais de 35 anos e em metade dos abortos
espontaneos no primeiro trimestre (ROBINSON et al.,, 2001; LUETJENS et al.,
2002).

As aneuploidias sdo os tipos mais comuns e clinicamente significativos de
disturbios cromossémicos em humanos, geralmente ocorre o excesso (trissomia) ou
a falta (monossomia) de um cromossomo no complemento, sendo identificadas em
aproximadamente 5% de todas as gestag¢des clinicamente reconhecidas, 0,3% dos
nascimentos e aproximadamente 33% de todos os abortamentos espontaneos.
Entre os conceptos que sobrevivem a termo, as aneuploidias constituem a principal
causa genética de falhas no desenvolvimento fisico e retardo mental (HASSOLD &
HUNT, 2001; HASSOLD et al., 2007). Adicionalmente, tem sido especulado que as
aneuploidias em tecidos somaticos constituem o mecanismo de condugdo na
tumorigénese, uma vez que 90% dos tumores sélidos sdo aneupldéides (COMPTON,
2010).

Estudos sobre a etiologia das aneuploidias demonstram dois principais
mecanismos de geracdo: a nao-disjuncdo (ND), definida como a falha dos
cromossomos homodlogos em segregar corretamente na diviséo celular, e a pré-
divisao (PD), caracterizada pela separacao precoce das cromatides-irmas durante a
meiose |, podendo resultar na segregac¢ao conjunta de um cromossomo e uma unica
cromatide do seu homologo (Fig. 1) (ANGELL, 1997; PELLESTOR et al., 2004).
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Figura 1. Representacdo da meiose feminina. a. Meiose normal; b. N&o-disjuncdo do
cromossomo inteiro, levando a presenga de ambos os homdlogos na metafase |l;
c. Pré-divisao das cromatides-irmas, resultando na presenca de uma cromatide
livre na metafase Il; d. Metafase Il de ovécito humano, mostrando a cromatide
livre indicada pela seta. (Fonte: adaptado de PELLESTOR et al., 2004).

Analises com marcadores de DNA polimdrficos, a fim de determinar a origem
parental das trissomias, indicam que a maioria das aneuploidias possui origem

materna, ocorrem preferencialmente durante a primeira divisdo meidtica e a



proporcdo de casos maternalmente derivados aumenta progressivamente com a
idade (NICOLAIDIS & PETERSEN,1998; HASSOLD & HUNT, 2001; HASSOLD et
al., 2007).

O avango da idade materna é o principal fator etioldogico que modula o risco
das aneuploidias humanas. A dimensao desse efeito € evidenciada em mulheres
com mais de 40 anos, as quais apresentam trissomias em 35% das gestacdes
clinicamente reconhecidas, enquanto nas mulheres com até 25 anos de idade, essa
frequéncia é de apenas 2% (PELLESTOR et al., 2004; HASSOLD & HUNT, 2009).
Uma vez que o ovécito permanece na profase | por anos, anormalidades surgindo
neste estagio parecem ser as candidatas mais obvias para a génese deste efeito. No
entanto, diversas evidéncias demonstram que a natureza dessa relacdo é
multifatorial e no contexto geral ocorre uma gradual degradacéo na integridade do
aparato meidético com o aumento da idade materna predispondo a erros na
gametogénese feminina (GARDNER & SUTHERLAND, 2004; PELLESTOR et al.,
2006).

Com o objetivo de elucidar os mecanismos que resultam nos erros de
segregacao meidtica, anadlises em ovdécitos humanos tém demonstrado que existe
uma grande deterioragdo na qualidade do ovdcito associada a idade, estando a base
deste fenbmeno possivelmente relacionada a um defeito no checkpoint do fuso, com
a perda ou degradagao gradual das coesinas durante a meiose | (PELLESTOR et
al., 2004; HASSOLD & HUNT, 2009; VANNESTE et al., 2009). Recentemente foi
evidenciado o aumento nas taxas de nao-disjuncdo cromossémica em ovoécitos com
idade avangada devido ao comprometimento na coesdo das cromatides-irméas
correlacionado a reduzidas quantidades da coesina Rec8. A reducdo da coesao
centromérica interrompe a geometria normal que favorece a ligagdo do cinetécoro
aos microtubulos do fuso, tornando a configuragdo meidtica propensa a erros
(SUBRAMANIAN & BICKEL, 2008; COMPTON, 2010).

Embora diversos trabalhos tenham focado na coesdo das cromatides-irmas,
inimeros modelos baseados em fatores que promovem erros meidticos tém sido
sugeridos para explicar a ndo-disjuncdo dependente da idade: defeitos na formacéao
do complexo sinaptonémico (YUAN et al., 2002), alteragdes na manutencdo dos
teldbmeros (KEEFE & LIU, 2009), niveis de acetilagdo das histonas (AKIYAMA et al.,
2006), desequilibrios hormonais (WARBURTON, 1989), aceleragao da maturagao



folicular (EICHENLAUB-RITTER & BOLL, 1989), deplecao de ovécitos (ZHENG &
BYERS, 1992) e redugao do suprimento de oxigénio (VAN BLERKOM et al., 1997).

Alteragbes na recombinagdo meiotica também constituem um risco para nao-
disjuncdo cromossémica. Analises do padréo de heranga com alelos polimoérficos em
conceptos trissdmicos, que permitem identificar a localizagdo e numero de crossing
overs, demonstraram que padrées de recombinagcdo aberrantes constituem o
segundo fator etiologico mais importante associado as aneuploidias humanas (LAMB
et al., 2005; HALL et al., 2006; OLIVER et al., 2008). Frequentemente o efeito é
atribuido a falha na recombinagao entre os homdlogos que resulta em segregacgéao
aleatédria e, consequentemente, em 50% de chance para nao-disjun¢do. Por outro
lado, para um grupo de cromossomos, tem se verificado um padrdo alterado de
recombinacao, com a formacgao de quiasmas muito préoximos ou muito distantes do
centrdbmero. Especificamente, redugao na recombinacio tem sido associada a nao-
disjungdo dos cromossomos 13, 15, 18, 21, 22 e sexuais, e alteragdes na
localizacdo dos quiasmas nas trissomias dos cromossomos 16, 21 e sexuais
(BUGGE et al., 1998; THOMAS et al., 2001; HALL et al., 2006; SHERMAN et al.,
2006; CHENG et al., 2009).

Diversas abordagens tém utilizado a trissomia do cromossomo 21 como modelo
da nao-disjuncdo, que ocorre durante a formagéo dos ovadcitos, para determinar uma
possivel associacdo entre recombinacdo e idade materna. Sherman et al. (2006)
demonstraram que a quantidade de trocas meidticas ndo difere expressivamente em
relagao a idade. Por outro lado, a propor¢ao de ovdcitos na meiose | com os padrdes
de recombinac&o suscetiveis na regido telomérica foi maior entre maes jovens e
diminuiu significativamente no grupo etario mais alto. Estes resultados evidenciam
que o grande fator de risco associado a mulheres jovens é a presenga de padrdes
de trocas susceptiveis no ovoécito. Em contraste, analises de erros na meiose |l
revelam que trocas na regido pericentromérica ocorrem mais frequentemente no
grupo de idade mais avangada. Este padrdo de troca poderia comprometer as
proteinas envolvidas na coesao centromérica, aumentando a degradagao deste
importante complexo com o avango da idade (SHERMAN et al., 2006; OLIVER et al.,
2008). Os resultados sumarizados em distintos estudos indicam que existem
multiplos fatores de risco para a n&o-disjungdo, dependentes ou ndo da idade, que
atuam em diferentes momentos do processo da meiose (SUBRAMANIAN & BICKEL,
2008; HASSOLD & HUNT, 2009; COMPTON, 2010).



Outros fatores genéticos e ambientais tém sido sugeridos como responsaveis
pela predisposi¢ao a nao-disjungao, incluindo: irradiagcédo, tabagismo, contraceptivos
orais, diabetes materna e fatores intrinsecos como polimorfismos de genes no
metabolismo do folato (HASSOLD & HUNT, 2001; PELLESTOR et al., 2004,
HASSOLD et al., 2007). James et al. (1999) propuseram que altera¢gées no padrao
de metilaggo do DNA, como resultado de mutacdo no gene MTHFR
(metilenotetrahidrofolato redutase) envolvido no metabolismo do folato, aumentam o
risco de ndo-disjungdo meiodtica em maes de individuos portadores da sindrome de
Down (SD). Embora os resultados de estudos posteriores ainda permanegam
controversos, a associacdao entre as variantes do metabolismo do folato e
aneuploidias cromossémicas representa uma importante abordagem nas pesquisas
das alteracbes cromossdmicas humanas (ANELLO et al.,, 2004; SMULDERS &
STEHOUWER, 2005; COPPEDE, 2009; ZHAO et al., 2009).

2.2 Metilacdo do DNA e nao-disjuncéo

A metilacdo do DNA é uma marca epigenética herdavel que regula a estrutura
da cromatina e a expressdo génica em processos como a inativacdo do
cromossomo X, imprinting, gametogénese, embriogénese e silenciamento de
elementos de DNA repetitivo, estando geralmente associada a repressao
transcricional (LI, 2002; GOPALAKRISHNAN et al., 2008). O processo de metilagédo
envolve a adigado covalente de um grupo metil (CH3) na posigdo 5 da base citosina
em dinucleotideos citosina-guanina (CpG). Em mamiferos, aproximadamente 4%
das citosinas sdo metiladas e os padrbes desta metilacdo s&o estabelecidos e
mantidos pelas DNA metil-transferases (DNMTs), as quais, s&o essenciais para a
expressdo génica adequada (GOLL & BESTOR, 2005). Em experimentos com
animais, a remogao dos genes que codificam as enzimas DNMTs é letal, enquanto
em humanos a desregulagdo dessas enzimas tem sido associada ao
desenvolvimento de varios tipos de cancer (ROBERTSON, 2002; RODENHISER &
MANN, 2006).

O centrbmero é uma importante estrutura cromossOmica requerida durante a
divisdo celular por assegurar a distribuicdo equitativa dos cromossomos as células-

filhas. A estrutura secundaria da heterocromatina pericentromérica, nas sequéncias-



satélites repetitivas, € geralmente metilada e esta envolvida na ligacdo de proteinas
ao DNA e na coesado das cromatides-irmas (NEGLIA et al., 2003). Proteinas de
ligacdo ao DNA metilado, como a MeCP2 (proteina de ligagdo metil-CpG 2), formam
complexos com as histonas desacetilases, as quais se ligam preferencialmente ao
DNA pericentromérico, promovendo uma desacetilacdo local e consequente
condensagao da cromatina (FUKS et al.,, 2003; VALINLUCK et al., 2004).
Adicionalmente, varias evidéncias ligando a metilagdo do DNA com a desacetilagdo
de histonas resultando na condensacdo da cromatina foram reportadas, dando
suporte a possibilidade do padrdo de metilagdo estar ligado as alteragdes
epigenéticas da cromatina, as quais s&o requeridas para a segregagao
cromossémica normal (FUKS et al., 2003; WANG et al., 2008).

Estudos clinicos e experimentais tém demonstrado a importancia da metilacéo
pericentromérica para estabilidade da cromatina e segregacado correta dos
cromossomos (HOBBS et al., 2000). Por exemplo, uma desordem autossémica
recessiva rara, a sindrome ICF (Imunodeficiéncia, instabilidade Centromérica e
anomalias Faciais), exibe profunda instabilidade cromossdmica associada a
hipometilagao centromérica do DNA a-satélite, descondensacao da heterocromatina
e rearranjos complexos dos cromossomos em estruturas multirradiadas. A origem
genética desta sindrome é atribuida a uma mutagdo no gene que codifica a DNA
metil-transferase 3B (DNMT3B) e da suporte a relagdo causal entre hipometilagdo
do DNA, descondensagdo pericentromérica e segregacdo anormal dos
cromossomos (EHRLICH, 2002; VALINLUCK et al.,, 2004; GISSELSSON et al.,
2005).

Estudos realizados com 5-azacitidina (5-aza-C), um potente agente
desmetilador, proporcionaram evidéncias adicionais da associagdo entre
hipometilagdo do DNA e instabilidade cromoss6mica. Culturas de células tratadas
com 5-aza-C apresentaram hipometilacdo pericentromérica, erros de segregacgéo
cromossémica e aneuploidias (LEYTON et al., 1995; MOSIOLEK et al., 2005). Além
disso, tem sido evidenciado que as aneuploidias e a instabilidade cromossémica,
presentes na maioria dos canceres humanos, estao diretamente relacionadas a
hipometilagdo do DNA, confirmando que o padrao de metilagdo do DNA também
contribui para a carcinogénese (EHRLICH, 2002; GOPALAKRISHNAN et al., 2008).
Juntos, esses dados sugerem que a metilagdo adequada do DNA pericentromérico é

essencial para a organizacao e segregagao cromossémica normal.



O folato desempenha um importante papel na manutengdo da metilacédo do
DNA e, assim, na estabilidade estrutural do genoma. O metabolismo do folato é
responsavel, em uma de suas vias, pela sintese de S-adenosilmetionina (SAM), o
maior doador intracelular de grupos metil para as reagbes de metilagdo do DNA,
proteinas e lipidios. A deficiéncia de acido folico in vivo e in vitro tem sido associada
a hipometilagdo do DNA (JACOB et al., 1998), quebras na fita de DNA (DUTHIE,
2002), alteragdes na recombinagdo cromossdémica (MACGREGOR et al.,, 1997),
além de falhas na segregacédo dos cromossomos (XU et al., 1999). Dessa forma,
alteragdes nas reacdes ligadas ao metabolismo do folato, ocasionada por fatores
genéticos ou ambientais, podem promover falhas na segregagdao cromossémica por
efeito indireto da metilagdo do DNA, afetando a estrutura da cromatina (HOBBS et
al., 2000).

2.3 Metabolismo do folato

O acido fdlico, folato ou acido pteroilglutamico faz parte do complexo
vitaminico B (vitamina B9), sendo considerado um nutriente essencial para o
homem. O termo folato representa todas as formas da vitamina B9, incluindo seus
muitos derivados encontrados nos sistemas biolégicos. Tais compostos atuam como
cofatores em inumeras reagdes bioquimicas, devido a sua capacidade de doar ou
receber unidades monocarbonadas, envolvendo a biossintese dos precursores de
nucleotideos (purinas e timidilato), catabolismo de histidina e acido formico, sintese
de aminoacidos (serina, metionina e glicina), assim como a metilagao de ilhas CpG
no DNA (ASSARAF, 2007; KOPPEN et al., 2010).

Naturalmente o acido félico € composto por trés componentes estruturais, o
anel de pteridina, o acido p-aminobenzadico e o residuo glutamato (ASSARAF, 2007).
Os mamiferos ndao sao capazes de sintetizar acido félico “de novo” por isso devem
obté-lo pela dieta alimentar ou através da flora bacteriana do intestino, uma vez que
a ingestdo adequada de folato é vital para a divisdo e homeostase celular, e sua
deficiéncia determina sérias desordens funcionais (DUTHIE et al., 2002). Os
produtos metabdlicos do folato, obtido a partir da dieta, atuam em trés principais

ciclos: (1) na metilacdo do DNA, que utiliza o metiltetrahidrofolato na sintese de
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metionina, (2) na biossintese de timidilato, que emprega o mesmo substrato e (3) na
sintese de purinas, com o uso do 10-formiltetrahidrofolato (CHOI & MASON, 2002).

Apos sua absorcgao intestinal, o folato € rapidamente reduzido e metilado no
figado para formar 5,10-metilenotetrahidrofolato (5,10-metilenoTHF).
Subsequentemente, ocorre uma importante reacdao catalisada pela enzima
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) que reduz irreversivelmente o 5,10-
metilenoTHF a 5-metilTHF, a principal forma circulante de folato no plasma (Fig. 2)
(FRISO et al., 2002; ZHAO et al., 2009). Os produtos destas reagdes sdo grupos
metil utilizados na sintese de metionina, importantes para as reagcdoes de metilagao, e
na biossintese de nucleotideos (COPPEDE, 2009).

Na etapa subsequente deste metabolismo, a enzima metionina sintase (MS)
catalisa a remetilacdo da homocisteina a metionina, utilizando o 5-metilTHF como
doador do radical metil e a vitamina B12 (ou cobalamina) como cofator para esta
reacao (Fig. 2). A metionina é entdo adenilada para formar S-adenosilmetionina
(SAM), o maior doador intracelular de grupos metil, utiizado em mais de 100
reacbes de transmetilacdo, incluindo a metilagdo do DNA, RNA, proteinas,
neurotransmissores e lipideos (CHOI & MASON, 2002; NICLOT et al., 2006;
COPPEDE et al., 2010). A cobalamina se oxida ao longo do tempo e a enzima MS
se torna inativa, dessa forma, a enzima metionina sintase redutase (MTRR) é
requerida para a regeneracao funcional da MS e manutengédo de seu estado ativo
(COPPEDE et al., 2010).

Outra importante fungao dos derivados metabdlicos do folato é a sintese dos
precursores de acidos nucléicos. A timidilato sintase (TS) € uma enzima critica na
biossintese de nucleotideos (pirimidinas), convertendo dUMP (deoxiuridina
monofosfato) a dTMP (deoxitimidina monofosfato), com a conversdo simultdnea de
5,10-metilenotetrahidrofolato em dihidrofolato (Fig. 2). Esta enzima desempenha um
papel crucial na biossintese de DNA por ser a unica fonte de novo de timidilato.
Desta forma, a TS € importante para a conservagdo da integridade génica e
alteracdes ligadas a esta enzima tém sido associadas com danos cromossOmicos
(HISHIDA et al., 2003; ULRICH et al., 2005; ZHUANG et al., 2009).
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Metilagao de DNA

Figura 2. Metabolismo do folato e vias relacionadas. Figura simplificada ilustrando o
metabolismo interconectado do folato com suas principais enzimas, inseridas nas
elipses, e os substratos, nos retangulos. RFC, carreador de folato reduzido; hFR,
receptor de folato de humano; MTHFR, metilenotetrahidrofolato redutase; SHMT,
serinahidroximetil transferase; DHFR, dihidrofolato redutase; THF,
tetrahidrofolato; dUMP, deoxiuridina monofosfato; dTMP  deoxitimidina
monofosfato; DHF, dihidrofolato; GAR, glicinamida ribonucleotideo; AICAR,
aminoimidazol carboxamida ribonucleotideo; SAM, S-adenosilmetionina; SAH, S-
adenosilhomocisteina; X, varios substratos para metilagdo (Fonte: adaptado de
ULRICH et al., 2003).

O acido folico é, portanto, essencial para os processos epigenéticos e
manutencdo da estabilidade gendmica. A deficiéncia de folato celular resulta em
padroes alterados de metilaggdo do DNA, mutagdes de ponto, quebras
cromossbmicas e aumento na frequéncia de micronucleos (FENECH, 2001;
COPPEDE, 2009). Além disso, alteracdes no metabolismo do folato, resultantes de

polimorfismos funcionais dos genes que codificam as principais enzimas
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metabdlicas, tém sido associadas com diversas doengas humanas incluindo varios
tipos de cancer, doengas cardiovasculares e neurodegenerativas, defeitos no tubo
neural e aneuploidias (SKIBOLA et al., 2004; PATTERSON, 2008; TRABETTI, 2008;
MOLLOY et al., 2009).

2.3.1 Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR)

A metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) € uma enzima chave no
metabolismo do acido fdlico, que converte, irreversivelmente, o 5,10-
metilenotetrahidrofolato em 5-metiltetrahidrofolato, a forma primaria circulante do
folato (SHARP & LITTLE, 2004; KOPPEN et al., 2010). A enzima humana consiste
em uma flavoproteina encontrada no citoplasma sob a forma de estruturas
homodiméricas que possui duas isoformas com peso molecular de 77kDa e 70kDa
(GOS & SZPECHT-POTOCKA, 2002).

O gene MTHFR esta localizado no cromossomo 1 (1p36.3) e apresenta 11
exons (Fig. 3) (GOYETTE et al., 1998). A regido promotora apresenta varios sitios
de ligacao a fatores de transcricdo, mas ndo apresenta uma sequéncia TATA-Box
(HOMBERGER et al., 2000). A enzima tem dois dominios: o catalitico (N-terminal)
de ligagdo a FAD (flavina adenina dinucleotideo), NADPH (nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzida) e metiltetrahidrofolato, e o dominio regulatério (C-
terminal) que interage com SAM (YAMADA et al.,, 2001; GOS & SZPECHT-
POTOCKA, 2002).

Entre as variantes descritas para o gene MTHFR, dois polimorfismos tém sido
amplamente estudados por reduzirem a atividade da enzima, um na posicdo 677
(éxon 4), localizado na regidao amino-terminal do dominio catalitico, constitui uma
transicao de uma citosina por uma timina, e outro na posi¢cao 1298 que se localiza
na regiao carboxi-terminal do dominio regulatério e estabelece a transversao de uma
adenina por uma citosina (Fig. 3) (WEISBERG et al., 1998; de JONGE et al., 2009).
Outras mutagdes foram descritas para o gene MTHFR, mas a maioria delas é rara

ou distribuida em populagdes isoladas (SIBANI et al., 2003).
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Figura 3. Esquema estrutural do gene MTHFR e localizagdo das mutagdes que provocam
diminuicdo da atividade da enzima (Fonte: adaptado de GOS & SZPECHT-
POTOCKA, 2002).

O polimorfismo C677T provoca a substituigdo de uma alanina por uma valina
no aminoacido 222 do dominio catalitico da enzima (SCHWAHN & ROZEN , 2001,
CASTRO et al., 2003). Esta substituicdo altera a estrutura secundaria do peptideo e
a interagao entre os monémeros, modificando assim o sitio de ligagdo da FAD, um
importante cofator para MTHFR (GOS & SZPECHT-POTOCKA, 2002). Ensaios
realizados in vitro demonstram que esta variante polimérfica produz uma enzima
termolabil e portadores homozigotos para esta mutagdo possuem uma drastica
reducdo da atividade enzimatica (CHIUSOLO et al., 2004).

Individuos com o gendtipo 677TT produzem uma proteina com 30% de
atividade enzimatica, enquanto os individuos heterozigotos CT apresentam uma
enzima com aproximadamente 60% de atividade em relagdo a encontrada nos
individuos com gendtipo selvagem CC (FROSST et al.,, 1995). A redugdo da
atividade enzimatica, principalmente em individuos com o gendtipo 677TT, esta
associada ao aumento dos niveis plasmaticos de homocisteina e a diminuigao
significativa da metilagcdo do DNA (FRISO et al., 2002).

Na posigdo 1298, o polimorfismo determina a substituicdo de um glutamato
por uma alanina no aminoacido 429 no dominio regulatério da enzima
(HOMBERGER et al., 2000). Esta substituicao também gera uma enzima com

atividade reduzida, sendo mais pronunciada nos homozigotos (CC) que no estado
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heterozigoto (AC) (WEISBERG et al., 1998; CASTRO et al., 2003). Os efeitos da
mutacdo 1298A—C sobre as concentracbes plasmaticas de homocisteina
permanecem controversos, alguns autores relatam que individuos homozigotos para
o alelo 1298C parecem n&o ter niveis séricos mais elevados de homocisteina
quando comparados com o genétipo selvagem (MEISEL et al., 2001; BISELLI et al.,
2009). Contudo, Castro et al. (2003) demostraram que esta mutacdo do gene
MTHFR apresentou um efeito significativo sobre os niveis de homocisteina total no

plasma.

2.3.2 Metionina sintase (MS)

A metionina sintase (MS), também conhecida como 5-metiltetrahidrofolato-
homocisteina metiltransferase (MTR), é outra enzima importante no metabolismo do
folato, a qual mantém os niveis adequados de folato intracelular e catalisa a
remetilacdo da homocisteina para metionina utilizando como cosubstrato a
cobalamina e o 5-metiltetrahidrofolato que serve como doador de grupamentos metil.
Essa reacao produz simultaneamente tetrahidrofolato que é convertido novamente
pela serinahidroximetil transferase (SHMT) a 5,10 metilenoTHF (SKIBOLA et al.,
2002; SHARP & LITTLE 2004; NICLOT et al., 2006).

O gene que codifica a MS esta localizado na regido terminal do cromossomo
1 (1934) e apresenta 12 éxons codificando uma proteina com 1265 aminoacidos e
peso molecular de 140 kDa (GOS & SZPECHT-POTOCKA, 2002). A enzima
apresenta quatro dominios funcionais: dois dominios N-terminais, que ligam a
homocisteina e 5,metilTHF; o dominio central, altamente conservado, onde ocorre a
ligacdo a cobalamina; e o dominio C-terminal, que constitui o dominio regulatério da
enzima e também interage com a enzima MTRR (WOLTHERS & SCRUTTON,
2009).

O polimorfismo mais comum no gene MS é a substituicdo A2756G, que
acarreta na troca de um acido aspartico por uma glicina na proteina. O &acido
aspartico € um aminoacido fortemente polar localizado na a-hélice da proteina, entre
os dominios de ligacdo a cobalamina e regulatério. A troca por um aminoacido nao
polar, a glicina (chamada de quebradora de hélice), leva a perturbagdes na estrutura

tridimensional e na fungédo da proteina (CHEN et al., 1997). Este polimorfismo esta
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associado a inducdo da hipometilagdo do DNA, um importante fator na
carcinogénese (SKIBOLA et al., 2002).

A atividade da enzima MS é importante para manter niveis adequados de
metionina e prevenir o acumulo de homocisteina. O aumento dos niveis sanguineos
de homocisteina tem sido associado a maior probabilidade de desenvolver doencas
cardiovasculares, defeitos congénitos e aneuploidia na sindrome de Down, além de
afetar o desenvolvimento de diversos tipos de cancer (CARMEL & JACOBSEN
2001; WATKINS et al., 2002). A MS também é critica para o ciclo de metilagdo, por
manter satisfatorios, os niveis de S-adenosilmetionina (SAM) e derivados de
metionina. Tais moléculas atuam como doadoras de grupo metil em uma grande

variedade de processos celulares (WATKINS et al., 2002).

2.3.3 Timidilato sintase (TS ou TYMS)

A timidilato sintase (TS ou TYMS) exerce uma fung¢ado crucial na manutengao
do fornecimento equilibrado de desoxinucleotideos necessaria para a sintese e
reparo do DNA, através da sintese de novo de pirimidinas (CANDELARIA et al.,
2005). Esta enzima catalisa a metilacao redutiva de 2’-deoxiuridina 5’-monofosfato
(dUMP) em 2’-deoxitimidina 5’-monofosfato (dTMP) utilizando o cofator 5,10-
metilenotetrahidrofolato como doador hidroximetii e produzindo dihidrofolato
(KANAAN et al., 2009). Desta forma, a TS compete com a enzima MTHFR pelo
mesmo substrato (5,10-metilenoTHF) para realizar esta conversao (SKIBOLA et al.,
2002).

O gene TS esta localizado no brago curto do cromossomo 18 (18p11.32) e
seu produto apresenta 313 aminoacidos (HISHIDA et al., 2003). O gene possui um
polimorfismo na regido promotora acentuadora (TSER, thymidylate synthase
inenhancer region), mais especificamente, na regidao 5 nao traduzida (5-UTR),
imediatamente anterior ao codon de iniciagdo ATG (KANEDA et al.,, 1987). Esta
sequéncia polimérfica consiste em 28pb repetidos em tandem duas (2R) ou trés (3R)
vezes (SKIBOLA et al., 2002). A presenca de 3R versus 2R, mostrou aumentar a
transcricio do mRNA e a expressao da proteina in vitro e in vivo,
consequentemente, uma expressdo aumentada deste gene, pode aumentar a
conversdo de dUMP para dTMP, reduzindo a chance de ma incorporagdo de uracil
no DNA (KAWAKAMI, 1999; HISHIDA et al., 2003).
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A enzima TS atua na manutencao da estrutura e no mecanismo de reparo do
DNA, sendo responsavel pela unica fonte de timidilato no interior da célula (KANAAN
et al., 2009, ZHUANG et al., 2009). A inibicdo dessa enzima resulta na diminuicdo da
quantidade de deoxitimidina trifosfato (dTTP), indugdo de quebras cromossdmicas,

formacao de sitios frageis e morte celular (MARSH, 2005).

2.4 Aneuploidias e metabolismo do folato

Dados da literatura sugerem que a cromatina estavel do DNA centromérico
depende da heranga epigenética de padroes especificos na metilagdo do
centrdmero, bem como da ligacdo de enzimas metil sensiveis que mantém a
arquitetura de ordem maior do DNA, necessaria para a montagem do cinetocoro.
Assim, alteracdes no padrao de metilacdo do DNA tém sido consideradas potenciais
causadoras do mecanismo de nao-disjuncdo. De acordo com esta teoria, a
hipometilagdo centromérica levaria a anomalias na formagdo no cinetdcoro,
resultando em aneuploidias (HOBBS et al., 2000; COPPEDE et al., 2009).

Defeitos no metabolismo do &cido félico tém sido considerados como uma
possivel causa de nao-disjungdo cromossdmica por hipometilacdo. James et al.
(1999) estudaram maes de criangas com sindrome de Down e encontraram uma alta
frequéncia de maes que eram heterozigotas para o polimorfismo C677T, sugerindo
que esta mutacédo pode ser um fator de risco para a ndo-disjun¢gédo do cromossomo
21. Em um estudo posterior, Hobbs et al. (2000) investigaram essa associagao em
adicdo com o gene MTRR, também envolvido no metabolismo do folato, e
encontraram que o polimorfismo 66 A—G também estava associado com o fator de
risco para a nao-disjungdo cromossémica.

A associacao entre os polimorfismos MTHFR C667T e MTRR A66G ainda é
controverso. Estudos subsequentes em diferentes populagdes da Europa, Estados
Unidos e Turquia ndo encontraram associacédo entre MTHFR C677T, MTRR A66G e
MTHFR A1298C e a nao-disjungdo do cromossomo 21 (CHADEFAUX-VEKEMANS
et al.,, 2002; O’LEARY et al.,, 2002; BODUROGHU et al., 2004; CHANGO et al.,
2005). Da Silva et al. (2005) mostraram uma alta frequéncia do alelo 677T e niveis
elevados de homocisteina em méaes com criangas com SD no Brasil, mas considerou

isto como um fator de baixo risco para a SD.



17

Ainda na busca de associagado entre polimorfismos na rota do folato e SD,
Bosco et al. (2003) estudaram trés principais variantes, MTHFR C677T, MTR
A2756G e MTRR A66G em maes de criangas com SD e associaram o alelo MTR
2756G como fator de risco a nao-disjungado na SD. Duplos heterozigotos para MTR
A2756G e MTRR A66G foram combinados e resultaram em um aumento para o
risco desta sindrome. Adicionalmente, Rai et al. (2006) realizaram a avaliacdo do
polimorfismo C677T e A1298C do MTHFR, em um total de 314 maes de origem
indiana, das quais 149 possuiam criangas com SD e 165 controles. Estes autores
demonstraram a associa¢cao dos polimorfismos nas maes de criangas com SD em
homozigose para os alelos 677T e 1298C e destacaram que as maes jovens com 0
gendtipo TT sado geneticamente predispostas a n&o-disjungdo devido ao
metabolismo anormal do folato.

Hassold et al. (2001) pesquisaram uma possivel relagdo entre os
polimorfismos MTHFR C677T e MTRR A66G com outras aneuploidias
cromossoémicas, incluindo trissomias dos cromossomos sexuais e dos autossomos 2,
7, 10, 13, 14, 15, 16, 18 e 22. Apo6s comparar a distribuicdo dos gendtipos, estes
autores observaram um aumento significativo na frequéncia do alelo 677T apenas
nas mées de individuos com a trissomia do cromossomo 18.

A associagao entre polimorfismos do gene MTHFR e ndo-disjungédo foi
investigada em pacientes com Sindrome de Turner (ST) e foi relatado que em
homozigose a mutagdo C677T deve ter um efeito na nao-disjungado cromossdmica
somatica pelo decréscimo da atividade da enzima MTHFR (SANTOS et al., 2006).
Por outro lado, em um estudo subsequente, o polimorfismo A1298C e ndo o C677T
do MTHFR foi relacionado as aneuploidias cromossémicas na ST (OLIVEIRA et al.,
2008). Individuos com ST frequentemente apresentam mosaicismo e a presencga de
linhagens celulares normais juntamente com linhagens 45,X parece ser responsavel
pelo aumento da probabilidade de sobrevivéncia desses pacientes quando
comparados com aqueles 45X (KELLY et al., 1992). De acordo com Santos et al.
(2006) a ST é um importante modelo para investigar a associagdo entre
polimorfismos do gene MTHFR e a nao-disjuncdo devido a alta frequéncia de
mosaicismo cromossomico nesta sindrome. Esses trabalhos demostraram a
existéncia de uma contribuigdo génica na n&o-disjuncdo que, se confirmada,
representara uma importante evidéncia de um componente genético associado a

segregagao meidtica incorreta dos cromossomos na espécie humana
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2.5 Sindrome de Turner (ST)

A sindrome de Turner (ST) foi descrita em 1930 por Otto Ullrich e
posteriormente por Henry Turner, que em 1938 publicou a descricdo da triade
infantilismo sexual — pesco¢co alado — cubito valgo em sete pacientes do sexo
feminino com baixa estatura. No ano de 1959, Ford et al. demonstraram que a
sindrome estava vinculada a monossomia do cromossomo X (Apud: LIPAY et al.,
2005).

A ST consiste em um dos mais prevalentes disturbios cromossémicos
humanos, afetando aproximadamente 1:2500 nascimentos femininos (STOCHHOLM
et al., 2006). O numero de recém-nascidas corresponde a uma pequena fracdo dos
conceptos com ST, uma vez que, embora 3% de todas as concepgdes femininas na
espécie humana tenham a constituicdo cromossémica 45,X, aproximadamente 99%
destas sao espontaneamente abortadas (LIPAY et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2009).
Esse fato tem levantado a hipdtese de que para ser viavel, o concepto 45,X deve
possuir outra linhagem celular ao menos em alguns Orgdos ou periodos
embriogénicos criticos (ARAUJO & RAMOS, 2008; OLIVEIRA et al., 2009).

Citogeneticamente, a ST é caracterizada pela auséncia total ou parcial de um
cromossomo sexual. O cariétipo 45,X ocorre em 50% a 60% dos casos. Alteracdes
estruturais do cromossomo X, como isocromossomo do brago longo, delegdes,
cromossomo em anel estdo presentes em aproximadamente 30% dos casos, com
caridétipos homogéneos ou mosaicos que incluem uma linhagem celular 45X
(OLIVEIRA et al., 2009). Poucos casos apresentam caridtipos complexos que
incluem a formacdo de cromossomos X derivativos (BINKERT et al., 2010;
BUREGIO-FROTA et al., 2010). Frequentemente as portadoras da ST apresentam
uma segunda linhagem celular, que pode incluir o cromossomo Y normal ou
estruturalmente alterado em 5 a 6% dos casos (Gravholt, 2005).

Diversos estudos tém demonstrado que a presenga do cromossomo Y ou
fragmentos deste em pacientes com ST esta relacionada com o aumento de 30% no
risco em desenvolver o gonadoblastoma (GB) (CANTO et al., 2004; MAZZANTI et
al., 2005; BIANCO et al., 2009). O GB ¢é uma neoplasia composta por células
germinativas associadas a corddes de células sexuais. Apesar de ser considerado
um tumor benigno, o mesmo pode estar associado ao risco de desenvolvimento de

disgerminomas invasivas em 60% dos casos e outros elementos malignos de células
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germinativas. Desta forma, € recomendada a realizagdo da gonadectomia bilateral
profilatica em pacientes com gbnadas disgenéticas e sequéncias Y positivas
(KILDAL et al., 2003; COLEMAN & MACLENNAN, 2006; OLIVEIRA et al., 2009).

O quadro clinico na ST € evidenciado pela baixa estatura e a disgenesia
gonadal, levando ao atraso no desenvolvimento puberal, amenorreia primaria e
esterilidade. Também podem ocorrer anomalias cardiovasculares e renais,
deficiéncia auditiva, hipertensdo, doencas tireoidianas, osteoporose e obesidade.
Além de alguns sinais dismorficos, como pescogo curto e/ou alado, térax largo e em
escudo, cubito valgo, mamilos hipoplasicos, baixa implantagdo dos cabelos na nuca,
orelhas proeminentes e de implantagao baixa, ptose palpebral e pregas epicanticas
entre outros (SYBERT & MCCAULEY, 2004; BALDIN et al.,, 2005). As
consequéncias fenotipicas da ST sao explicadas pela haploinsuficiéncia, em que
uma unica copia do material genético é incapaz de efetuar as fun¢gdes normalmente
desempenhadas em diploidia, prejudicando o desenvolvimento humano normal, e/ou
pelo imprinting genético, definido como um fendmeno epigenético, em que certos
genes se expressam exclusivamente em um dos cromossomos parentais (RANKE &
SAENGER, 2001; BONDY, 2009).

A origem parental do cromossomo X na ST pode influenciar o fenétipo de
acordo com o cromossomo X conservado. Diferengas fisicas e comportamentais
entre pacientes com 45X materno e 45X paterno indicam a existéncia de
imprinting genético na expressdo de alguns genes envolvidos nas anomalias
cardiovasculares e renais, fungdes sociocognitivas, perfil lipidico aterogénico e perda
de audicao (HAMELIN et al., 2006; VAN et al., 2006; SAGI et al., 2007). Além disso,
fetos abortados apresentam maior incidéncia de 45X°, evidenciando que o
imprinting genético pode exercer uma importante fungéo na eliminagao de fetos com
ST (MARTINEZ-PASARELL et al.,1999).

A presenga de mosaicismo com baixa contagem de células 45X e/ou
anomalias estruturais dos cromossomos sexuais, podem atenuar a expressao
clinica, levando ao aparecimento de poucos estigmas da ST (HANSON et al., 2001).
Os mosaicos apresentam uma menor prevaléncia de doencgas cardiovasculares e
hipertensdo, além disso, ocorrem gestagdes com maior frequéncia em pacientes
com mosaicismo (LANDIN-WILHELMSEN et al.,, 2001). Barrenas et al. (2000)
reportaram que a perda da audicdo com a idade é maior nas portadoras de ST com

alta proporcdo de células 45X. Assim, para as pacientes diagnosticadas com
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monossomia total, a deteccdo de uma possivel segunda linhagem celular implica em
um prognostico mais favoravel.

O diagnostico da ST pode ser realizado através da avaliagdo pré-natal, com
sinais sugestivos ao ultrassom fetal de rotina que incluem: higroma cistico, hidropsia
fetal, edema subcutaneo, fémur curto, aumento da translucéncia nucal, retardo do
crescimento, anormalidades cardiacas e renais. Em adigdo, pode-se encontrar na
triagem materna triplice outros indicativos da ST como a redugédo nas dosagens de
a-fetoproteina, estriol ndo conjugado e aumento das dosagens de gonadotrofina
coribnica (hCG) (HAAK et al., 2002; BRONSHTEIN et al., 2003). Apesar de
estabelecer o diagnostico no periodo pré-natal, existe a necessidade obrigatoria de
confirmacéo pos-natal através do cariétipo, uma vez que os sinais nestas avaliagcbes
nao sao patognomonicos (RANKE & SAENGER, 2001).

Apenas 15% das pacientes com ST sdo diagnosticadas durante o periodo
neonatal, a suspeita clinica nesta fase surge pela presenca de edema congénito nas
maos e pes, pescogo alado, baixa implantagdo do cabelo e/ou orelhas, prega nucal
evidente e anomalias cardiacas. Na infancia, a baixa estatura e velocidade de
crescimento reduzida incluem os sinais indicativos da ST. Aproximadamente 26%
dos casos sao diagnosticados durante a adolescéncia, quando se investiga a baixa
estatura, retardo puberal e amenorreia primaria ou secundaria. Em média, 38% dos
casos nao sao diagnosticados até a fase adulta, onde anovulagéo e infertilidade s&o
as principais manifestagdes clinicas que conduzem ao diagndstico da ST (CONWAY,
2004; GRAVAHOLT, 2005; HJERRILD et al., 2008).

A baixa estatura é um dos principais estigmas clinicos associados a ST e afeta
95% a 99% das portadoras, sendo caracterizada pelo retardo do crescimento que
comecga na vida intrauterina, persiste através da infancia e se agrava durante a
puberdade. A altura final da mulher adulta com ST varia de 133 a 157 cm,
aproximadamente 20 cm abaixo da populagdo com a mesma origem étnica
(SAENGER et al., 2001; GRAVAHOLT, 2004). Esta falha no crescimento, bem como
outras alteragbes esqueléticas (palato alto, quarto metacarpo curto, cubito valgo,
pescoco curto e deformidade de Madelung) é atribuida a haploinsuficiéncia do gene
SHOX (Short stature Homeobox gene), localizado na regido pseudoautossémica dos
cromossomos sexuais X (Xp22.3) e Y (Yp11.3) (Fig.4) (BONDY, 2009;
DAVENPORT, 2010). Ogata et al. (2002) sugerem que o SHOX tenha uma fungao

repressora da maturagao 6ssea, pois sua haploinsuficiéncia esta relacionada a uma
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maior susceptibilidade a agdo estrogénica nos tecidos 6sseos, que leva a fusao
prematura das placas de crescimento.

A faléncia gonadal esta presente em mais de 90% das pacientes, sendo
responsavel pelo infantilismo sexual, auséncia de menstruagdo (amenorreia
primaria) e esterilidade (SAENGER et al., 2001; BONDY, 2009). As gbnadas
disgenéticas (ou em fita) das pacientes com ST sao constituidas somente por tecido
fibroso, ndo tém fungdo hormonal nem capacidade de produgcdo de gametas,
existindo apenas tecido conjuntivo e estroma ovariano. A faléncia ovariana na ST
resulta da aceleracdo no processo natural de degeneragdo dos ovocitos,
concomitante a um aumento de fibrose no estroma, possivelmente devido a
haploinsuficiéncia dos genes requeridos no segundo cromossomo X, que Sao
reativados durante a ovogénese (MODI et al., 2003; BONDY, 2009; DAVENPORT,
2010). Em algumas pacientes com ST ha evidéncias de fungdo ovariana na
puberdade, 10 a 30% apresentam desenvolvimento puberal espontaneo, podendo
haver também fertilidade espontanea em 1 a 5% dos casos, geralmente em virtude
de mosaicismo, sugerindo uma fungdo ovariana com producdo residual de
horménios (LIPAY et al., 2005; BONDY, 2009).

A regiao de maior importancia para a fungcédo ovariana é considerada a Xq13-
g26 (Fig. 4) e translocac¢des neste segmento resultam em apoptose ovocitaria com
faléncia ovariana. Por outro lado, dele¢cbes do braco curto do cromossomo X levam a
perda do pareamento entre os homodlogos e atresia dos ovdcitos. Dois segmentos
contém loci relacionados a faléncia ovariana: FOP1 (faléncia ovariana prematura 1)
localizado em Xq26-qgter e FOP2 (faléncia ovariana prematura 2) em Xq13.3-q22.
Delegdes distais que afetem o segmento cromossdmico FOP1 resultam em faléncia
ovariana entre 24 e 29 anos e mutagdes em FOP2 levam a disfungao ovariana mais
precocemente, entre 16 e 21 anos (DAVISON et al., 2000; BADALOTTI et al., 2006).
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Figura 4. Principais regides dos cromossomos sexuais X e Y. Regides pseudoautossbémicas
(PAR1 e PAR2); SHOX, gene homeobox da baixa estatura (cromossomo X);
SHOXY, gene homeobox da baixa estatura (cromossomo Y); SRY, locus de
determinacao sexual (Fonte: adaptado de GARDNER & SUTHERLAND, 2004).

O padrao de inteligéncia € considerado normal em pacientes com ST, porém
algumas dificuldades especificas de aprendizagem sao relatadas, como disturbios
de memoéria visual, atengdo e raciocinio matematico, em consequéncia de
problemas na percep¢ao espacial e temporal, além de dificuldades psicossociais,
déficits psicomotores e neurofisiolégicos (LAWRENCE et al., 2003; ROVET, 2004;
ROSS et al., 2006). Entretanto, em alguns casos pode ocorrer deficiéncia mental
acentuada associada a um quadro dismorfico distinto do habitual da ST, incluindo
severas malformagdes congénitas em pacientes portadoras do cromossomo X em
anel. Esta deficiéncia esta relacionada a auséncia de inativagdo do cromossomo em
anel devido a perda do centro de inativagdo do cromossomo X, levando a dissomia
de varios genes que alteram o mecanismo de compensagdo de dose e o
balanceamento da expressao génica (EL ABD et al., 1999; SUZIGAN et al., 2005).

A baixa estatura e a auséncia de caracteres sexuais sdo os principais fatores

que aumentam os riscos de dificuldades psicoldgicas, sociais e cognitivas. Embora a
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maioria das portadoras de ST nao apresente deficiéncia de hormonio do crescimento
(GH), a terapia com GH recombinante melhora a altura final destas pacientes
(STEPHURE, 2005). No entanto, os beneficios do tratamento com GH dependem do
inicio e duracédo terapéutica, além da dose implementada, pois alguns efeitos
colaterais podem incluir resisténcia insulinica, aumento dos niveis pressoricos,
hipertensao intracraniana benigna, retengao de liquidos nas extremidades, além de
conduzir ao hipotireoidismo autoimune e a elevacdo das transaminases hepaticas
(GHARIB et al., 2003).

Apenas 10 a 20% das meninas com ST secretam estrogenos suficientes para
que ocorra o desenvolvimento sexual espontaneo. Portanto, a deficiéncia
estrogénica crénica atinge a maioria das pacientes que necessitam de reposigéo
hormonal para desenvolver as caracteristicas sexuais secundarias, além do ganho e
manutencdo da massa Ossea. Assim, no aspecto geral, o tratamento da ST tem
como objetivos principais promover o crescimento, repor esteroides sexuais, corrigir
sempre que possivel as anomalias congénitas ou adquiridas, oferecer suporte
psicossocial e consequentemente melhorar a qualidade de vida dessas pacientes
(SUZIGAN et al., 2005; MORGAN, 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Realizar analises citogenética e molecular em pacientes com suspeita clinica
da sindrome de Turner a fim de estabelecer uma associagao entre genétipo-fenétipo
nesta sindrome e avaliar os polimorfismos genéticos relacionados ao metabolismo

do folato como possiveis fatores de risco a ndo-disjungdo cromossémica.

3.2 Objetivos Especificos

1. Estabelecer a frequéncia cariotipica e o potencial efeito fenotipico dos
diferentes rearranjos cromossémicos das pacientes diagnosticadas

citogeneticamente com ST;

2. Determinar a frequéncia das mutacoes C677T e A1298C do gene MTHFR, e

A2756G do MS nas pacientes com ST e controles;

3. Determinar as frequéncias das repeticdes em tandem 2R e 3R no promotor do

gene TS nas pacientes com ST e controles;

4. Verificar se existe associagéo entre os polimorfismos dos genes MTHFR, MS

e TS e a ndo-disjungao cromossémica somatica nas pacientes com ST.

5. Verificar se existe uma possivel interagdo entre os genes MTHFR, MS e TS
modulando o risco associado a erros na segregagdo cromossOmica desta

sindrome.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Estudo transversal de carater analitico com comparagcdo de grupos,
constituido de um braco retrospectivo e outro prospectivo. No braco retrospectivo
foram determinadas as frequéncias alélicas e genotipicas dos genes MTHFR
(polimorfismos C677T e A1298C), MS (polimorfismo A2756G) e TS (repetigdes
2R/3R) das pacientes cariotipadas no periodo de maio de 2006 a margo de 2009,
para a investigacdo da associagao dos polimorfismos como fator de risco na nao-
disjuncao cromossdémica somatica nas portadoras da ST. No brago prospectivo
foram analisadas as pacientes com suspeita clinica da sindrome de Turner no
periodo de abril de 2009 a outubro de 2010, com os objetivos propostos
anteriormente. As andlises citogenéticas foram realizadas no laboratério de Genética
e Citogenética Animal CCB/UFPE e a analise dos polimorfismos foram conduzidas
no laboratorio de Biologia Molecular do Centro de Oncohematologia Pediatrica de
Pernambuco/HUOC.

4.2 Pacientes

Nesse estudo foram analisadas as pacientes com suspeita clinica da
sindrome de Turner, provenientes do Servico de Genética Médica do Instituto de
Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP) e da Unidade de Endocrinologia
Pediatrica do Hospital das Clinicas da UFPE. Os achados clinicos foram obtidos dos
prontuarios das pacientes atendidas nos Servigos supracitados. As amostras de
sangue circulante periférico foram colhidas por pungdo venosa com seringas

previamente heparinizadas, sendo retirados 5 ml de sangue de cada paciente.
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4.3 Estratégia de selecao do controle

Na amostra do grupo controle foi utilizado um banco de DNA para estudo
molecular de pacientes atendidos em um servico de referéncia em ldentificacao
Humana da cidade do Recife. Os controles incluiram amostras do sexo feminino e
nao portadoras de sindromes cromossémicas com a mesma faixa etaria das

pacientes.

4.4 Cultura de Linfocitos

As preparagoes citoldgicas para as analises cromossémicas foram obtidas a
partir de cultura de linfocitos. Para esta cultura, foram adicionados 0,5 mL de sangue
total nos frascos de cultura contendo 4 mL meio RPMI 1690 suplementado com 1mL
de soro bovino fetal e 0,2 mL de fitohemaglutinina. Em seguida, os frascos foram
mantidos na estufa a 37 °C, por 72 horas. Apds 70 horas foi adicionado 0,1 mL de
colchicina 0,0016%. Ao completar 72 horas de cultivo, o material foi centrifugado por
6 minutos a 1800 rpm, o sobrenadante desprezado, e em seguida adicionado 8mL
de KCI previamente aquecido a 37 °C, para que ocorresse o choque hipoténico.
Apds a hipotonia, os tubos foram colocados em banho-maria a 37 °C por 15 minutos.
Em seguida, os tubos foram novamente centrifugados por 6 minutos a 1800 rpm, o
sobrenadante retirado, sendo entéo adicionado o fixador metanol: acido acético (3:1)
até completar 8 mL. Para a preparacdao de laminas teste, foram realizadas tantas
centrifugagbes e trocas de fixador quanto o necessario para que o conteudo da

cultura ficasse transparente.

4.5 Bandeamento G

O bandeamento G foi realizado segundo Seabright (1972). As Iaminas foram
envelhecidas por alguns dias, em seguida incubadas numa solug¢ao de tripsina (0,10
gramas do pé da Tripsina 1:250 em 100 mL de Dulbeco), a 37 °C durante 6 a 10
segundos. As laminas foram entdo mergulhadas em soro fisiolégico, para
interromper a acao da tripsina, e em seguida coradas com uma solugao de Giemsa a
5% por 8 minutos. Os cromossomos foram identificados e classificados de acordo

com o Sistema Internacional para Nomenclatura de Citogenética Humana (ISCN) de
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2009. A analise cromossbmica foi realizada em microscopia Optica utilizando em

média 20 células com o bandeamento G.

4.6 Biologia Molecular

4.6.1 Extracéo de DNA

O DNA das pacientes foi extraido a partir dos leucécitos do sangue periférico,
através do Kit para purificacdo de DNA lllustra blood genomicPrep Mini Spin (GE
Healthcare). Para cada amostra foi incubado 200 uL de sangue total em um tubo de
microcentrifuga de 2,0 mL e adicionado 20 uL de proteinase K e 400 pyL de tampéao
de lise por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida o material foi transferido
para uma minicoluna agregada a um tubo coletor, centrifugado e o material do tubo
coletor descartado. Este processo foi repetido com a adigdo de 500 uL de tampao de
lise na minicoluna. Em seguida foram adicionados 500 yL de tamp&o de lavagem na
minicoluna e apo6s centrifugacdo o material do tubo coletor foi descartado. A
minicoluna foi entdo agregada a um novo tubo de microcentrifuga e foram
adicionados 200 pL de tampao de eluigao pré-aquecido a 70 °C. Apds incubagéao por
1 minuto em temperatura ambiente o material foi centrifugado e minicoluna

descartada.

4.6.2 Determinacao dos polimorfismos MTHFR C677T

As genotipagens foram realizadas através do método PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism) para o
polimorfismo MTHFR C677T. Foram utilizados os primers (direto) 5-TGA AGG AGA
AGG TGT CTG CGG GA-3' e (reverso) 5'-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3'. A
reacdo da PCR teve um volume final de 25 pL com tampdo 1x, 1U de Taq
polimerase, 0,016 mM de dNTP, 2 mM de MgCl,, 0,4 pmoles de primers (direto e
reverso) e 100-300 ng de DNA. O programa de amplificagdo consistiu de um ciclo
de desnaturacéo inicial de 95 °C por 6 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95 °C por 1
minuto, 62,5 °C por 1 minuto e 30 segundos, 72 °C por 1 minuto e um ciclo de

extensao final de 72 °C por 7 minutos.
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O produto amplificado foi entdo digerido com a enzima de restricao Hinfl (Fast
Digest — Promega) com 0,6 uL da enzima, 1,5x de seu respectivo tampao e 10 uL do
produto da PCR, apés permanéncia em banho-maria a 37 °C por 30 minutos
(FROSST et al., 1995 adaptado).

O produto da digestao foi separado por eletroforese em gel de agarose 3%
em solucdo tampéao de Tris-acetato a 40 mmol com EDTA a 1mmol, corados por
brometo de etidio a 0,5 ug/mL, submetidos a diferenca de potencial de 100 volts por
60 minutos e visualizados em transiluminador de ultravioleta (Ultralum).

O polimorfismo C677T do gene MTHFR cria um sitio de restricdo para a
enzima Hinfl. Desta forma, apds digestdo enzimatica, o homozigoto selvagem
apresentou apenas o fragmento nao-digerido com 198 pb correspondente ao
gendtipo CC, o heterozigoto mostrou os fragmentos 198 pb (n&o-digerido, referente
ao alelo C), 175 pb e 23 pb (fragmentos digeridos, referente ao alelo T) para o
gendtipo CT, o homozigoto mutante apresentou apenas os fragmentos digeridos
com 175 pb e 23 pb para o gendtipo TT (ANEXO C).

4.6.3 Determinacao dos polimorfismos MTHFR A1298C

A genotipagem do polimorfismo A1298C do MTHFR foi realizada pelo método
PCR-ASA (Polymerase Chain Reaction — Allele Specific Amplification) e foram
utilizados os primers (direto) 5- GGA GCT GAC CAG TGA AGA -3’ e (reverso) 5'-
TGT GAC CAT TCC GGT TTG -3 para amplificagdo do alelo A (0,5 pmoles); e os
primers (direto) 5°-CTT TGG GGA GCT GAA GGA -3 e (reverso) 5 - AAG ACT TCA
AAG ACA CTT G - 3" para amplificar o alelo C (0,5 pmoles). O controle interno da
reacao foi do gene Cyp 46 e foram utilizados os seguintes primers (direto) 5-TGA
AAA CGA GTT TCC CGT CC-3 (0,3 pmoles) e (reverso) 5-GTG TGA CCA GGT
AAC AGT CA-3' (0,3 pmoles). A reacdo da PCR teve um volume final de 25 pL com
tampéao 1x, 1,5U de Taq polimerase, 0,2 mM de dNTP, 1,5 mM de MgCl, e 100-300
ng de DNA. O programa de amplificagdo consistiu de um ciclo de desnaturagao
inicial de 94 °C por 2 minutos seguidos por 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 58
°C por 30 segundos para anelamento dos primers e 72 °C por 50 segundos para
extensdo da cadeia (BISELLI et al., 2008 adaptado).
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O produto da amplificagao foi separado por eletroforese em gel de agarose a
3% em uma solugéo tampao de Tris-acetato a 40 mmol com EDTA a 1mmol,
corados por brometo de etidio a 0,5 ng/mL, submetidos a diferenca de potencial de
100 volts por trinta minutos e visualizados em transiluminador de ultravioleta
(Ultralum).

Para cada paciente foi realizada a PCR com cada alelo em tubos separados.
O gene Cyp-46, de controle interno da reagao, produziu um fragmento de 285 pb,
observado em todas as amostras. A amplificacdo do alelo A apresentou fragmento
de 77 pb e o alelo C amplificou um fragmento de 120 pb (ANEXO C).

4.6.4 Determinacao do polimorfismo MS A2756G

Para a genotipagem do polimorfismo MS A2756G, foram utilizados os primers
(direto) 5-TGT TCC CAG CTG TTA GAT GAA AAT C-3 e (reverso) 5-GAT
CCAAAG CCT TTT ACA CTC CTC-3'. A reagao da PCR teve um volume final de
25uL com tampao 1y, 1U de Taq polimerase, 0,016 mM da dNTP, 2 mM de MgCl;,
0,4 pmoles de primers (direto e reverso) e 100-300 ng de DNA. O programa de
amplificagdo consistiu de um ciclo de 94 °C por 5 minutos, 40 ciclos de 95 °C por 1
minuto, 62 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto e um ciclo de 72 °C por 7 minutos.
Os produtos amplificados foram digeridos pela enzima de restricao Haelll (0,6 uL da
enzima e 1y de seu respectivo tampao), depois de 8 horas em banho-maria a 37 °C
(MATSUO et al., 2001).

O produto da digestao foi separado por eletroforese em gel de agarose 3%
em solucdo tampéao de Tris-acetato a 40 mmol com EDTA a 1mmol, corados por
brometo de etidio a 0,5ug/mL, submetidos a diferenga de potencial de 100 volts por
50 minutos e visualizados em transiluminador de ultravioleta (Ultralum).

O polimorfismo MS A2756G cria um sitio de restricdo para a enzima Haelll.
Assim, os individuos homozigotos selvagem apresentam apenas um fragmento n&o
digerido 211 pb (referente ao alelo A), o homozigoto mutante apresentou os
fragmentos resultantes da digestédo de 131 e 80 pb (referente ao alelo G) e os
heterozigotos produziram bandas de para cada alelo 211 pb (ndo digerida) e 131pb
e 80 pb (digerido).
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4.6.5 Determinacao do polimorfismo para TS

A frequéncia das repeticdes em tandem 2R e 3R foi feita por PCR utilizando o
par de primers (direto) 5-CGT GGC TCC TGC GTT TCC-3' e (reverso) 5-GAG
CCG GCC ACA GGC AT-3'. A reacao da PCR teve um volume final de 12,5uL com
6,25uL ou 1x de tampao Master Mix, 2,6 yL de DMSO, 0,4 pmoles de primers (direto
e reverso) e 100-200 ng de DNA. O programa de amplificagdo consistiu em ciclo de
94 °C por 5 minutos e 30 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 66 °C por 1 minuto, 72 °C por
2 minutos e um ciclo de 72 °C por 7 minutos. (HISHIDA et al., 2003).

Os produtos da amplificagdo foram separados, eletroforeticamente, em gel de
agarose 3%, usando solugdo tampao de Tris-Borato a 40 mmol com EDTA a 1Tmmol,
corados por brometo de etidio a 0,5ug/mL e visualizados em transiluminador de
ultravioleta (Ultralum).

As repeticdes em tandem foram identificadas por comparagdo com controles
positivos para cada repeticdo 3R/3R, 3R/2R e 2R/2R.

4.6.6 Processamento e andalise dos dados

A analise dos dados foi realizada utilizando o programa BioEstat 5.0 (AYRES
et al., 2007). A influéncia de cada polimorfismo sobre o risco de nao-disjuncao foi
estimada pelo teste de Odds Ratio (OR) utilizando intervalo de confianga de 95%
para os parametros.

As frequéncias dos alelos foram estimadas pelo método de contagem génica.
As diferengas entre as frequéncias alélicas de pacientes e controles foi avaliada pelo
teste exato de Fisher. Através do principio de Hardy-Weinberg, a estimagédo das
frequéncias genotipicas esperadas pOde ser calculada. A prevaléncia dos diferentes
gendtipos nos pacientes e controles foi analisada pelo teste do ¥* em tabelas de
contingéncia ou através do teste G quando duas ou mais variaveis foram menores
que cinco.

Para verificar a relagao entre o numero de alelos polimorficos por individuo e
a nédo-disjunc¢ado, a proporgcédo de alelos polimorficos foi calculada, sendo aplicado
posteriormente o teste Mann-Whitney para comparar as medianas entre os casos e
controles, seguido de anadlise de regressao logistica. Para esta analise, a amostra foi

dividida em dois grupos, (0 —2) e (3 — 6) alelos.
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4.7 Critérios Eticos

Este estudo foi desenhado de acordo com as diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos do Conselho Nacional
de Saude, em sua resolu¢ao n° 196 de 10 de outubro de 1996, visando assegurar os
direitos e deveres que dizem respeito a comunidade cientifica, aos sujeitos da
pesquisa e ao Estado.

Todos os pacientes receberam informacgao clara e suficiente sobre a natureza
e objetivos deste estudo, e foram incluidos nele apds consentimento assinado, livre
e esclarecido. Ressalta-se a adocdo de medidas que asseguraram a
confidencialidade e a privacidade das pacientes, bem como o sigilo e a seguranca
dos dados obtidos. Os resultados da pesquisa serdo tornados publicos apos a
finalizagdo dos estudos propostos. O projeto foi cadastrado no SISNEP (FR -
225776) e submetido ao Comité de Etica do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE
(Registro CEP/CCS/UFPE N° 330/08).
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5. RESULTADOS

5.1 Estudos citogenéticos e associacao fenotipica

Neste trabalho foram analisadas citogeneticamente 110 pacientes com
suspeita clinica da sindrome de Turner. As analises cariotipicas revelaram
alteragbes cromossémicas compativeis com a ST em 53 pacientes, ou seja, 48,18%
da amostra. Por outro lado, 42 pacientes obtiveram o cariétipo considerado normal
(46,XX), na analise do sangue periférico, seis pacientes apresentaram inverséo
pericéntrica do cromossomo 9, uma apresentou o caribtipo 46,XY e o restante

obteve cariétipos com alteragdes diversas (Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizagao citogenética das pacientes com alteragdes ndo associadas a ST.

Caridtipo N° de Pacientes
46,XX,inv(9)(p11913) 6
46,XX/47,XX,+mar 2
46,XX,9gh* 1
46,XX,9gh",add(20p) 1
46,XX,add(9q),del(11q) 1
46,XX/46,XX,del(1q) 1
46,XX/46,XX,del(5p) 1
46,XX,add(14q) 1
46,XY 1
Total 15

Entre as pacientes com ST, 56,6% apresentaram monossomia do
cromossomo X, 35,85% exibiram mosaicismo com a presenga de uma segunda
linhagem 45X e 7,55% das pacientes obtiveram cariétipos com alteragdes
estruturais, que incluiram a formacdo de isocromossomos e duplicagcdo do brago

longo do X, em todas as células analisadas sem a presenca de mosaicos (Fig. 5).
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Figura 5. Percentual das alteragcbes cromossdmicas nas pacientes com Sindrome de

Turner.

Diferentes alteracdes citogenéticas ndo relacionadas a ST foram detectadas
neste trabalho, envolvendo os cromossomos 1, 5, 14, cromossomos marcadores e
principalmente o cromossomo 9. Apesar de ser considerada uma variante
populacional normal, a inversdo pericéntrica do cromossomo 9 foi a principal
alteracdo cromossémica ndao compativel com a ST, estando presente em 40% das
pacientes deste grupo e em 5,45% da amostra total, associada ao quadro clinico
caracteristico desta sindrome. As principais caracteristicas fenotipicas associadas a
inv(9) também incluiram a baixa estatura e o atraso do desenvolvimento puberal,
evidenciando que, apesar de serem aspectos clinicos tipicos da ST, estes disturbios
clinicos estéao relacionados a um ampla variedade de fatores etiol6gicos.

As informacdes clinicas e citogenéticas das pacientes diagnosticadas com a
ST estdo dispostos nas tabelas 2 e 3, que incluem as informagbdes das pacientes

45,X e das portadoras de alteragdes estruturais e/ou mosaicismo, respectivamente.
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Tabela 2. Dados clinicos das pacientes diagnosticadas com ST e cari6tipo 45,X.

Paciente

Idade

Cariétipo

Dados Clinicos

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15
16

17

18

19

20

14a

2a

1a

5m

6a

22a

2a

15a

2a

6a

9m

10a

RN

22a
16a

14a

23a

12a

1a

45,X [20]

45,X[41]

45,X[20]

45,X[20]

45,X[20]
45,X[20]

45,X[40]

45,X[16]

45,X[20]

45,X[25]

45,X[20]

45,X[24]

45,X[20]

45,X[20]

45,X[20]
45,X[25]

45,X[20]

45,X[20]

45,X[15]

45,X[25]

Baixa estatura, amenorreia primaria, sem desenvolvimento mamario,
Utero hipoplasico e ovarios nao visualizados, otite média crénica, e
unhas com implantagéo profunda.

Baixa estatura, fronte proeminente, pescog¢o curto com redundancia
de pele, depresséao xifoide e atraso neuropsicomotor.

Pescogo curto com redundancia de pele, discreto edema no dorso
dos pés, unhas hipoplésicas e cardiopatia.

Ao nascer apresentava pescog¢o curto e alado, excesso de pele na
regido posterior do pescoco, edema no dorso dos pés, cardiopatia
congénita (coarctacao da aorta).

Baixa estatura, utero de volume reduzido, ovérios ndo visualizados,
depressao esternal, cubito valgo bilateral, edema nos pés e nas maos
ao nascer e implantacéo profunda das unhas.

Baixa estatura e amenorreia primaria.

Fronte estreita, implantacdo baixa dos cabelos, raiz nasal baixa,
palato estreito, pescogo curto e unhas hipoplasicas profundamente
implantadas.

Baixa estatura, ovarios nao visualizados, mamilos afastados e
hipoplésicos, faceis sindrémicas, sopro cardiaco, depressao xifoide,
pregas epicanticas bilaterais, edema nos pés e nas maos ao nascer,
orelhas grandes e baixas, pescoco curto com redundéncia de pele e
discreta hipoplasia das unhas.

Pescoco curto com redundancia de pele, ovario esquerdo nao
visualizado, implantagdo posterior baixa dos cabelos, hipoplasia das
unhas, déficit de aprendizagem e dificuldade de falar.

Baixa estatura, pescogo curto, baixa implantagdo dos cabelos na
nuca, hipertelorismo mamario, discreto atraso mental, ovarios nao
visualizados, malformag&o renal, rim direito com ectasia da pelve
renal, faceis sindromicas

Baixa estatura, ovéarios ndo visualizados, orelhas grandes e pouco
acidentadas, pescogo com redundancia de pele, mamilos invertidos e
afastados, edema moderado no dorso dos pés, hipoplasia das unhas,
pele um pouco flacida.

Nao disponivel

Baixa estatura, Gtero de volume reduzido, ovarios ndo visualizados,
depressao esternal, cubito valgo bilateral, edema nos pés e nas maos
ao nascer e implantacéo profunda das unhas.

Cardiopatia congénita, problemas renais, pescogo curto com excesso
de pele, edema no dorso dos pés, epicanto bilateral.

Baixa estatura, auséncia de caracteristicas sexuais secundarias.

Nao disponivel

Baixa estatura, Utero normal, ovério direito normal e ovério esquerdo
nao visualizado, bexiga e rins normais, critérios de Tanner P2 e M1,
pescoco curto, térax largo, implantacdo baixa dos cabelos,
desalinhamento dentario, palato em ogiva, otite fingica e epilepsia.
Baixa estatura, cardiopatia congénita, estenose aobrtica com v.
bicuspide, rins normais, Utero reduzido e ovarios ndo visualizados,
fendtipo compativel com ST, atraso puberal, FSH> 100UI/L, valor de
menopausa, estradiol ndo detectado.

Baixa estatura evidente, hipertelorismo mamario, implantagao baixa
do cabelo, cubito valgo, pescogo largo e com prega, rinite alérgica
persistente.

Edema no dorso dos pés e maos, excesso de pele na nuca, pescoco
alado, implantacdo baixa das orelhas, fronte quadrangular,
cardiopatia (arco adrtico tortuoso e pequeno forame oval patente),
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sist. urinario normal.

Baixa estatura, geno valgo, hipertelorismo mamario, baixa velocidade
de crescimento e encurtamento dos metacarpos.

Encurtamento do 5° metacarpo, malformagdo pododactilos,
hipertelorismo mamaério.

23 17a 45,X[20] Baixa estatura

Baixa estatura, amenorreia primaria, unhas de implantagéao profunda,
Utero reduzido, ovarios nao visualizados.

Edema no dorso dos pés, aumento acentuado de prega na nuca,
25 m 45,X[20] encurtamento dos ossos do antebraco (restante dos ossos longos
com textura normais), pulmao e coragédo sem alteragdes.

Edema no dorso dos pés ao nascimento e excesso de pele no
pescoco, epicanto bilateral, unhas de implantagdo profunda,

21 13a 45,X[20]

22 11a  45X[20]

24 21a  45X[20]

26 la 45,X[25] cardiopatia congénita, taquicardia sinusal, aparelho circulatério
anormal clinicamente.
Baixa estatura, pregas epicanticas, sobrancelhas arqueadas, orelhas
rodadas para trds e mais acidentadas, pescoco curto com
27 12! 45, X[20] implantagcdo baixo posterior dos cabelos, mamilos invertidos e
afastados, cubito valgo e unhas hipoplasicas.
Edema no dorso dos pés e maos ao nascimento, certa redundancia
28 - 45,X[25] de pele no pescocgo, hipoplasia dos 4° metacarpos, hipoplasia das
unhas, sobretudo dos pés.
29 - 45,X[25] Nao disponivel
30 - 45,X[25] N&o disponivel

a = anos; m = meses; RN = recém-nascido; - = ndo informada

A idade das pacientes com cari6tipo normal (46,XX) variou de nove meses a
33 anos no periodo da analise, entretanto, na maioria dos casos o diagnostico foi
estabelecido entre seis a 15 anos de idade. A baixa estatura foi a principal
caracteristica relacionada com a suspeita clinica da ST, estando presente em 60,6%
das pacientes citogeneticamente normais, para as quais os dados clinicos estavam
disponiveis. Outra importante caracteristica fenotipica associada as pacientes 46,XX
foi auséncia de desenvolvimento puberal, incluindo atraso das caracteristicas
sexuais secundaria, amenorreia, faléncia ovariana e infertilidade, presentes na
maioria das pacientes em idade pubere. Os principais sinais dismorficos
relacionados com a ST, como pescoc¢o curto e/ou alado, térax largo e em escudo,
cubito valgo, baixa implantacdo dos cabelos na nuca, entre outros, foram de fato
pouco relevantes para a indicacao clinica da ST entre as pacientes que revelaram o
cariétipo 46,XX apds o exame citogenético.
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Tabela 3. Dados clinicos das pacientes com ST e alteragbes estruturais e/ou mosaicismo.

Paciente Idade Cariotipo Dados Clinicos
Baixa estatura, hipertrofia de adenoide, baixo peso,
. hipoplasia das unhas, atraso no desenvolvimento fisico e
31 6a 46.X.i(X0)[21)/45,X[4] cognitivo com retardo mental leve, dificuldades de
aprendizado e baixo rendimento escolar.
32 10a 46,X,i(Xq)[20]/45,X[10]  Baixa estatura, Utero visualizado e ovarios reduzidos.
Amenorreia primaria, auséncia de caracteristicas sexuais
33 254 46,X,i(Xq)[23]/45,X[7] sgcundarlas, ute.ro e ovarios redu2|do§, poptose opular
bilateral, anomalias nos pés, mamas nao desenvolvidas,
cubito valgo, ectrodactilia nos pés e sindactilia total.
34 11a 46,X,i(Xq)[12]/45 X[27] Balxa_estatura,,pescogo alado, auséncia de caracteres
sexuais secundarios.
35 - 46,X,i(Xq)[9]/45,X[8] Baixa estatura, olhos amendoados, cubito valgo.
: Baixa estatura, auséncia de caracteres sexuais
& i 4RGP ] secundarios, cubito valgo.
Baixa estatura, bexiga normal, rins multicistico em
. aspecto de ferradura, cardiopatia congénita, perda
37 8a  4BXiXq)[SV45.X[25] itiva leve bilateral, cibito valgo, dificuldade de
aprendizado.
38 5a 46,X,i(Xq)[12]/45,X[10]  Nao disponivel
39 18a 45,X[13)/46,X,i(Xq)[5]  Nao disponivel
40 9a 46,X,i(Xq)[25] Baixa estatura.
Baixa estatura, Utero e ovarios de volumes reduzidos,
41 10a 46,X,i(Xq)[16] genitalia _com hipoplasia dos pequenos |4bios,
malformagdo renal, encurtamento dos ossos dos
antebracos, perda auditiva.
42 17a 46,X,i(X)[25] iI?]?;;I(’]aﬁsestatura, amenorreia primaria e Utero e ovarios
43 15a 45, X[15]/46,XY][5] Ba|xa' estatL{rg, un~hasl del|mplanta<;ao profunda, utero
reduzido, ovarios nao visualizados.
Amenorreia primaria, atraso puberal, auséncia de
desenvolvimento sexual, sem desenvolvimento das
44 17a 45,X[31]/46,XY[4] mamas, estradiol nao detectado, FSH>100
(hipogonadismo  hipergonadotréfico), idade  dssea
atrasada, rins e bexiga normais.
Baixa estatura, amenorreia primaria, auséncia de
caracteres sexuais secundarios, Utero reduzido, ovarios
45 17a 45,X[11]/46,XY[9] ndo visualizados, baixa implantagdo dos cabelos, cubito
valgo, unhas discretamente sulcadas, sem anormalidades
cardiolégicas.
Baixa estatura, pescoco alargado, auséncia de caracteres
e e NN €SP sexuais secundarios.
47 16a 46,X,r(X)[16]/45,X[14]  Nao disponivel
Baixa estatura, amenorreia primaria, pouco
48 22a 46,X,dup(Xq)[35]/45,X[15] desenvolvimento mamario, Utero infantil, ovarios nao
visualizados e pesco¢o curto e largo.
Baixa estatura, amenorreia primaria, cubito valgo bilateral,
49 9a 46,X,dup(Xq)[30] pescogo curto com excesso de pele, unhas com
implantagao profunda.
Baixa estatura, ovérios atréficos, utero visualizado, atraso
20 lea AgGERlippllie] s el puberal, implantacdo baixa dos cabelos
51 16a 45,X[211/46 XX[3] Baixa ,egtatura, auséncia qle caracteristicas ~ sexuais
secundérias, pescoco alado, hipoplasia de unhas.
52 3a 45,X[25]/47,XXX[15] Nao disponivel
53 i 45,X[22]/46,X, +mar[5] Baixa estatura, térax em escudo, unhas com implantagéao

profunda e sopro cardiaco.

a = anos; - = ndo informada
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Para as pacientes com cari6tipos compativeis com a ST, a idade em que o
diagnéstico foi estabelecido variou entre zero, ou seja, recém-nascido, a 25 anos. De
modo geral a ST foi precocemente diagnosticada entre as pacientes com
monossomia do X, sendo em grande parte dos casos (36,7%) o caribtipo
estabelecido antes de dois anos de idade. Por outro lado, para a propor¢cao mais
significativa das portadoras de mosaicismo e/ou alteragbes estruturais do X
(39,13%), o diagnostico citogenético sé foi instituido entre 15 a 20 anos de idade,
mostrando que a presenca de mosaicismo geralmente acentua o quadro clinico
levando a um diagnéstico tardio.

Os principais achados clinicos que conduziram a analise cariotipica antes de
dois anos de idade nas pacientes 45X incluem pescog¢o curto e alado, com
redundancia de pele, edema no dorso das maos e dos pés, cardiopatia congénita,
unhas hipoplasicas e de implantagdo profunda, demonstrando que ao nascimento
essas sao as caracteristicas fenotipicas determinantes do quadro clinico desta
sindrome.

A baixa estatura foi o distarbio clinico mais frequente nos casos de ST,
totalizando 73,33% da amostra com os achados clinicos disponiveis. Essa falha no
crescimento apresentou uma frequéncia maior entre as pacientes com alteracdes
estruturais e/ou mosaicismo (Fig. 6), podendo esta diferenca ser atribuida a faixa
etaria mais alta neste grupo de pacientes, o que torna esta caracteristica mais
evidente. Outra importante alteracdo clinica foi auséncia de desenvolvimento
puberal, incluindo atraso das caracteristicas sexuais secundarias, amenorreia
primaria, ovarios nao detectados e hipogonadismo, presentes em 68% das pacientes
em idade pubere. Este disturbio clinico foi uma caracteristica constante entre as
pacientes com alteracbes estruturais e/ou mosaicismo, contrastando com as
portadoras da monossomia do X, que exibiram atraso puberal em apenas 38,46%
dos casos (Fig. 6).

Outros sinais clinicos importantes associados a ST encontrados neste
trabalho abrangem as cardiopatias congénitas, como coarctacdo da aorta, em
15,56% das pacientes, sendo também mais frequente nos casos com cariétipo 45,X
(Fig. 6), malformacdes renais (8,89%), perda auditiva (4,44%) e retardo mental leve

em duas pacientes.
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Figura 6. Frequéncia de baixa estatura, atraso puberal e cardiopatias de acordo com o
cariétipo.

Diversos sinais dismorficos relacionados com a ST foram descritos, como
baixa implantacdo dos cabelos na nuca, térax em escudo, hipertelorismo mamario,
pregas epicanticas, encurtamento dos metacarpos, palato em ogiva. Entretanto os
sinais clinicos mais prevalentes foram pescoco curto e/ou alado presente em 48,9%
dos casos, unhas hipoplasicas e de implantacao profunda (35,55%), que exibiram
uma maior frequéncia nas pacientes 45,X e cubito valgo (26,67%), o qual se mostrou
mais frequente nos mosaicos (Fig. 7). Dados clinicos incomuns e geralmente nao
associados a ST incluiram a ectrodactilia nos pés e sindactilia total exibida por uma
paciente com cariotipo 46,X,i(Xq)/45,X.
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Figura 7. Frequéncia dos sinais dismorficos de acordo com o cariotipo.

5.2 Metabolismo do folato e o risco na nao-disjuncao

Os polimorfismos dos genes MTHFR e TS foram avaliados em 51 pacientes
com ST, entretanto para o gene MS esta analise abrangeu apenas 49 pacientes,
pois em duas pacientes este gene nao foi amplificado devido a problemas técnicos
na PCR. No grupo controle, a avaliagdo de todos os polimorfismos incluidos neste
estudo foi realizada em 70 individuos do sexo feminino. As distribuicbes alélicas e
genotipicas de pacientes e controles mostraram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg
para todos os genes avaliados.

5.2.1 Frequéncias alélicas

As frequéncias alélicas dos genes MTHFR, MS e TS das pacientes e
controles estao descritas na tabela 4. As frequéncias do alelo mutante MTHFR 677T
foram 0,2255 nas pacientes com ST e 0,3857 nos controles. Esses dados mostram
uma diferenca estatisticamente significativa (p = 0,0058), atribuida a frequéncia mais
elevada do alelo mutado (677T) nos controles. Por outro lado, para os alelos MTHFR
1298C, MS 2756G e repeticbes em tandem TS 3R/2R, as frequéncias nao foram

significativamente diferentes entre pacientes ST e controles.
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Tabela 4. Numeros e frequéncias dos alelos para os genes MTHFR, MS e TS nas pacientes
com ST e controles, com destaque para os alelos mutantes.

Alelo Paciente ST  Controle p do Alelo Frequéncia Alélica
N (%) N (%) Fisher mutante Paciente ST Controle

MTHFR C677T
C 79 (77,45) 86 (61,43) 0,0058 677T 0,2255 0,3857
T 23 (22,55) 54 (38,57)

MTHFR A1298C
A 83 (81,37) 105 (75) 0,154 1298C 0,1863 0,25
C 19 (18,63) 35 (25)

MS A2756G

A 82 (83,67) 117 (83,57) 0,565 2756G 0,1633 0,1643
G 16 (16,33) 23 (16,43)

Repeticées TS
3R 64 (62,75) 81(57,86) 02636 2R 0,3725 0,4214
2R 38 (37,25) 59 (42,14)

5.2.2 Polimorfismo no gene MTHFR e o risco na ndo-disjuncao

Os dados na tabela 5 mostram que as frequéncias dos genétipos CC, CT e
TT do gene MTHFR entre as portadoras da ST foram 62,8%, 29,4% e 7,8%. As
frequéncias correspondentes entre os controles foram 34,3%, 54,3% e 11,4%. A
presenca da substituicdo 677C—T em um ou dois alelos também foi avaliada,
estando presente em 37,2% das pacientes e 65,7% dos controles. O teste do qui-
quadrado de heterogeneidade mostrou diferencas estatisticamente significantes
entre as frequéncias genotipicas das pacientes e controles (p = 0,0078), que s&o
atribuidas a uma maior prevaléncia do alelo mutante 677T no grupo controle. O odds
ratio (OR) para o gendtipo heterozigoto C/T foi 0,29 (95% IC 0,13 — 0,66), enquanto
para o homozigoto TT foi 0,37 (95% IC 0,10 — 1,39). A analise combinada dos
genotipos com alelo mutante resultou no OR de 0,31 (95% IC 0,15 — 0,66). Esses
resultados reafirmam que ndo houve um risco significativo associado polimorfismo
MTHFR C677T.

Em relagao a substituicdo 1298A—C do MTHFR, a distribuicdo dos gendtipos
nas pacientes com ST foi 64,7% para os homozigotos selvagens (AA), 33,3% para

os heterozigotos (AC) e 2% para os homozigotos recessivos (CC). As frequéncias
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correspondentes dos gendtipos AA, AC e CC nos controles foram 55,7%, 38,6% e

5,7%, respectivamente (Tabela 5).

A analise combinada dos gendtipos mutantes

(AC+CC) apresentou a frequéncia de 35,3% nas pacientes e 44,3% nos controles.

Apesar de uma maior prevaléncia do alelo mutante 1298C nos controles, esta

diferenca nao se apresentou estatisticamente significante, de acordo com o teste G

de heterogeneidade (p = 0,4428). O teste do OR foi realizado como uma segunda

abordagem estatistica que reforca a auséncia de associacdo ou

risco do

polimorfismo MTHFR A1298C com a nao-disjungao somatica na ST (Tabela 5).

Tabela 5. Distribuicdo genotipica dos polimorfismos MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MS
A2756G e as repeticdes 3R/2R do TS.

Genétipo Pacientes ST Controle ¥/ G p do x*/ OR (95% IC) p do OR
N (%) N (%) ©
MTHFR 677
CC 32 (62,8) 24 (34,3) 1,0 Referéncia
CT 15 (29,4) 38 (54,3) 9,71* 0,0078* 0,29 (0,13 - 0,66) 0,004
TT 4 (7,8) 8 (11,4) 0,37 (0,10 - 1,39) 0,24
CT+TT 19 (37,2) 46 (65,7) 0,31 (0,15 - 0,66) 0,003
MTHFR 1298
AA 33 (64,7) 39 (55,7) 1,0 Referéncia
AC 17 (33,3) 27 (38,6) 1,72  0,4428 0,74 (0,35-1,57) 0,5712
CC 1(2) 4 (5,7) 0,29 (0,03-2,77) 0,5095
AC+CC 18 (35,3) 31 (44,3) 0,68 (0,33-1,14) 0,4194
MS 2756
AA 36 (73,5) 50 (71,4) 1,0 Referéncia
AG 10 (20,4) 17 (24,3) 0,4 0,8189 0,82(0,33-1,99) 0,8255
GG 3(6,1) 3(4,3) 1,39 (0,26 - 7,28)  0,9704
AG+GG 13 (26,5) 20 (28,7) 0,9 (0,4 - 2,05) 0,9707
Repeticbes TS
3R/3R 19 (37,2) 26 (37,2) 1,0 Referéncia
3R/2R 26 (51) 29 (41,4) 2,18* 0,3362* 1,23(0,55-2,71) 0,7619
2R/2R 6 (11,8) 15 (21,4) 0,55 (0,18-1,67) 0,4281
3R/2R+2R/2R 32 (62,7) 44 (62,8) 1,0 (0,47 - 2,1) 0,8588

* Casos que o teste do x* foi aplicado.
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5.2.3 Polimorfismo no gene MS e o risco na nao-disjungéao

A distribuicdo genotipica do MS nas pacientes foi 73,5% para os homozigotos
selvagem (AA), 20,4% para o gendtipo heterozigoto (AG) e 6,1% para os
homozigotos recessivos (GG). Para os controles, as frequéncias genotipicas foram
71,4%, 24,3% e 4,3% para os genotipos AA, AG e GG, respectivamente (Tabela 5).
O polimorfismo 2756A—G em um ou dois alelos esteve presente em 26,5% das
pacientes e 28,7% dos controles. A frequéncia do gendtipo mutante GG foi maior
nas portadoras da ST quando comparada aos controles, porém o teste G de
heterogeneidade mostrou que esta diferenca nao foi significativa (p = 0,8189). Além
disso, esta mutagao nao foi associada com um aumento significante de risco na nao-
disjuncao (OR 1,39; 95% IC 0,26 — 7,28; p = 0,9704).

5.2.4 Polimorfismo no gene TS e o risco na ndo-disjuncgao

As repeticbes em tandem no promotor do gene TS, 3R/3R, 3R/2R e 2R/2R
apresentaram as frequéncias de 37,2%, 51% e 11,8%, respectivamente, na amostra
com ST. As frequéncias correspondentes nos controles foram 37,2% para as
repeticbes 3R/3R, 41,4% para 3R/2R e 21,4% 2R/2R (Tabela 5). A andlise
combinada das repeti¢des do promotor (3R/2R+2R/2R) mostrou uma frequéncia de
62,7% nos pacientes e 62,8% nos controles. As repetigdes em estado heterozigoto
3R/2R foram mais prevalentes nas portadoras da ST quando comparadas com o
grupo controle, entretanto este resultado nao foi estatisticamente significativo pelo
teste do qui-quadrado (p = 0.3362), e ndo apresentou um aumento significante no
risco associado, com valor de OR 1,23 (95% IC 0,55 - 2,71; p = 0.7619).

5.2.5 Interacdo gene-gene e 0 risco na nao-disjuncéao

Para avaliar uma potencial interagdo entre os genes, todas as possiveis
combinagdes entre os polimorfismos dos genes MTHFR (C677T e A1298C), MS
(A2756G) e TS (repeticdes 3R/2R) foram analisados em tabela dois x quatro, como
sugerido por Botto & Mastroiacovo (1998). Utilizando esta abordagem é possivel
avaliar o risco associado a cada gendtipo independente, bem como estimar o risco

combinado quando ambos os polimorfismos estdo presentes. A tabela 6 mostra a
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analise com a presenca dos gendétipos mutantes combinados para todos os genes
estudados, por outro lado, a tabela 7 apresenta os resultados da influéncia de cada
polimorfismo individualmente, com enfoque nos gendtipos que possuem um ou dois

alelos mutantes.

Tabela 6. Interagdo gene-gene entre os gendtipos combinados dos genes MTHFR (C677T e
A1298C), MS (A2756G) e TS (3R/2R).

Pacientes ST Controle

Genotipo OR (95%CI) p do OR
N (%) N (%)
MTHFR 677 MTHFR 1298
CcC AA 17 (33,3) 7 (10) 1,0 Referéncia
CcC AC+CC 15 (29,41) 17 (24,29) 0,36 (0,11 -1,11) 0,1285
CT+TT AA 16 (31,37) 32 (45,71) 0,21 (0,07 - 0,59) 0,0058
CT+TT AC+CC 3 (5,88) 14 (20) 0,05 (0,01 - 0,22) <0,0001
MTHFR 677 MS 2756
CcC AA 20 (39,21) 13 (18,57) 1,0 Referéncia
CcC AG+GG 10 (19,61) 9(12,86) 0,72 (0,23 - 2,26) 0,7879
CT+TT AA 16 (31,37) 35 (50) 0,29 (0,11 -0,74) 0,0156
CT+TT AG+GG 3(5,88) 10 (14,29) 0,19 (0,04 - 0,84) 0,0404
MTHFR 677 Repeticbes TS
CcC 3R/3R 12 (25,53) 8 (11,43) 1,0 Referéncia
CcC 3R/2R+2R/2R 20 (39,22) 16 (22,86) 0,83 (0,27 -0,52) 0,9679
CT+TT 3R/3R 7(13,73) 18 (25,71) 0,26 (0,07 -0,9) 0,0635
CT+TT 3R/2R+2R/2R 12 (23,53) 28 (40) 0,28 (0,09 - 0,87) 0,0504
MTHFR 1298 MS 2756
AA AA 25 (49,1) 31 (44,28) 1,0 Referéncia
AA AG+GG 7(13,73) 8(11,43) 1,08 (0,35 - 3,4) 0,879
AC+CC AA 11 (21,57) 18 (25,71) 0,75(0,3-1,9) 0,7172
AC+CC AG+GG 6 (11,76) 11 (15,71) 0,67 (0,23 -1,97) 0,687
MTHFR 1298 Repeticdes TS
AA 3R/3R 12 (23,53) 14 (20) 1,0 Referéncia
AA 3R/2R+2R/2R 21 (41,18) 25(35,71) 0,98 (0,37 - 2,57) 0,8374
AC+CC 3R/3R 7 (13,73) 12 (17,14) 0,68 (0,2 - 2,28) 0,7496
AC+CC 3R/2R+2R/2R 11 (21,57) 19 (27,14) 0,67 (0,23 -1,97) 0.6546
MS 2756 Repeticoes TS
AA 3R/3R 15 (29,41) 19 (27,14) 1,0 Referéncia
AA 3R/2R+2R/2R 21 (41,18) 29 (41,43) 0,91 (0,38 - 2,21) 0,9744
AG+GG 3R/3R 4 (7,84) 6 (8,57) 0,84 (0,2 - 3,54) 0,8949
AG+GG 3R/2R+2R/2R 9(17,65) 13 (18,57) 0,88 (0,29 - 2,59) 0,9685
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Tabela 7. Interagdo gene-gene entre os gendtipos isolados dos genes MTHFR (C677T e

A1298C), MS (A2756G) e TS (3R/2R).

Genétipo Pacientes ST  Controle OR (95%Cl) p do
N (%) N (%) OR
MTHFR 677 MTHFR 1298
CcC AA 17 (33,3) 7 (10) 1,0 Referéncia
CT AC 3 (5,88) 13 (18,57) 0,095 (0,02-0,44) 0,0037
CT CcC 0(-) 1(1,43) 0(-)
TT AC 0(-) 0(-) 0(-)
TT CcC 0(-) 0(-) 0(-)
MTHFR 677 MS 2756
CcC AA 20 (39,21) 13 (18,57) 1,0 Referéncia
CT AG 0(-) 7 (10) 0(-)
CT GG 1 (1,96) 1(1,43) 0,65 (-) 0,6556
TT AG 2(3,92) 2 (2,86) 0,65 (-) 0,8957
TT GG 0(-) 0(-) 0(-)
MTHFR 677 Repeticbes TS
CcC 3R/3R 12 (25,53) 8 (11,43) 1,0 Referéncia
CT 3R/2R 9(17,65) 16 (22,86) 0,37 (0,11 -1,26) 0,1926
CT 2R/2R 1(1,96) 5(7,14) 0,13 (0,01-1,36) 0,1626
TT 3R/2R 1(1,96) 2 (2,86) 0,33 (-) 0,807
TT 2R/2R 1(1,96) 3 (4,28) 0,22 (-) 0,4637
MTHFR 1298 MS 2756
AA AA 25 (49,1) 31 (44,28) 1,0 Referéncia
AC AG 5(9,8) 8 (11,43) 0,77 (0,22 -2,66) 0,9247
AC GG 1(1,96) 1(1,43) 1,24 (-) 0,5661
CcC AG 0(-) 0(-) 0(-)
CcC GG 0(-) 2 (2,86) 0(-)
MTHFR 1298 Repeticbes TS
AA 3R/3R 12 (23,53) 14 (20) 1,0 Referéncia
AC 3R/2R 11 (21,57) 12 (17,14) 1,07 (0,35-3,29) 0,8652
AC 2R/2R 0(-) 5(7,14) 0(-)
CcC 3R/2R 0(-) 0(-) 0(-)
CcC 2R/2R 0(-) 2 (2,86) 0(-)
MS 2756 Repeticoes TS
AA 3R/3R 15 (29,41) 19 (27,14) 1,0 Referéncia
AG 3R/2R 5(9,8) 8(11,43) 0,79 (0,21-2,92) 0,9832
AG 2R/2R 2 (3,92) 3 (4,28) 0,84 (-) 0,7569
GG 3R/2R 2(3,92) 1(1,43) 2,53 (-) 0,8831
GG 2R/2R 0(-) 1(1,43) 0(-)

Os valores do OR indicam que ambas as abordagens também n&o conferiam

risco significativo as pacientes com ST associado ao processo de nao-disjungao

somatica, demostrando que neste estudo também nao foi evidenciada uma potencial
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interacdo entre os genes do metabolismo do folato modulando o risco de erros na
segregacgao cromossOmica desta sindrome.

Outra importante abordagem para avaliar a relagdo gene-gene, que permite
estimar a interagcdo simultanea de todos os genes analisados, € o teste para verificar
a possivel associagao entre o numero de alelos polimoérficos por individuo para os
quatro loci estudados, entre pacientes e controles, e a ocorréncia de nao-disjuncgao.
A proporcao de alelos polimérficos por individuo esta representada na tabela 8. O
teste Mann-Whitney indicou que existe diferenca significativa (p = 0.0089) na
composicao do numero de alelos polimoérficos entre as pacientes com ST e
controles, resultante de uma maior frequéncia nos controles a partir de trés alelos
polimorficos (Tabela 8), entretanto as medianas do grupo com ST e controles foram
iguais (Md = 2). Esses dados demonstram que a relagcdo entre o numero de alelos
mutantes dos genes MTHFR, MS e TS nao representa um aumento no risco de nao
disjungcéo somatica na ST, que também pode ser confirmado pelo OR 0,26 (95% IC
0,11 -0,56 p = 0,001).

Tabela 8. Comparacgao entre o numero de alelos 677T, 1298C, 2756G e 2R por individuo
nas pacientes e controles.

Numero de Alelos Polimdrficos por individuo

0 1 2 3 4 5 6
Casos ST N 5 13 20 9 4 0 0

(%) (9.8) (2549) (39.22) (17.65) (7.84)  (0) (0)
Controle N 2 12 26 17 10 2 1

(%) (2,86) (17,14) (37,14) (24,28) (14,28) (2,86)  (1,43)
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6. DISCUSSAO

6.1 Estudo citogenético e associacao fenotipica

A sindrome de Turner (ST) € uma doencga crénica relacionada com a auséncia
ou alteragdo de um cromossomo sexual, causando a haploinsuficiéncia de genes
envolvidos no desenvolvimento e na manutencdo da funcdo ovariana em pacientes
com fenétipo feminino (FENICHEL & LETUR, 2008). Esta sindrome esta envolvida
em uma grande variedade de malformagdes com frequéncias variaveis relacionadas
principalmente ao tipo de rearranjo cromossémico. Assim, o quadro clinico da ST
apresenta uma ampla variabilidade de caracteristicas fenotipicas que podem ser
comuns a outras doencgas e fatores etiolégicos distintos, evidenciada neste estudo
pela alta frequéncia (51,82%) de pacientes com suspeita clinica da ST e cari6tipos
normais ou com alteragées cromossémicas nao relacionadas a esta sindrome.

Para as pacientes diagnosticadas citogeneticamente normais neste trabalho,
€ importante uma analise clinica mais cuidadosa dos sinais que levaram a indicagcao
da ST, uma vez que, diante de um quadro clinico extremamente indicativo, é
importante investigar a possibilidade das pacientes serem mosaicos n&o detectados,
pois 0 mosaicismo € identificado em apenas 30-40% dos casos através do cariétipo
(HANSON et al.,, 2001). A identificagdo de mosaicismo depende do numero de
células analisadas, do tipo e numero de tecidos estudados, além da sensibilidade do
método (BINDER et al., 1995). Adicionalmente, o uso de técnicas moleculares como
hibridizagdo in situ fluorescente (FISH)e PCR melhoram substancialmente
adeteccdo de célulasde baixa frequéncia e possiveis alteragdes estruturais
(OLIVEIRA et al., 2008).

A baixa estatura e outras alteracbes esqueléticas observadas nas pacientes
com cariotipo normal podem estar relacionadas a dele¢des terminais no braco curto
do cromossomo X, nao detectadas pela analise citogenética classica, que levam a
monossomia do gene SHOX. Em um estudo citogenético, Viguetti & Maciel-Guerra
(1994) mostraram que uma em cada oito meninas com baixa estatura e bom
desenvolvimento neuropsicomotor, independente da presenca de sinais dismorficos,
apresentaram diagndstico de ST, confirmando a importancia da busca dessa

sindrome em meninas com estatura abaixo da média.



47

Esta falha no crescimento, bem como outras alteragdes esqueléticas (palato
alto, quarto metacarpo curto, cubito valgo, pescog¢o curto) encontradas em
portadoras da ST, é devida a haploinsuficiéncia do gene SHOX, porém, pacientes
portadoras de delegédo neste gene sao classificadas com ST apenas quando a perda
€ proximal a jungdo entre Xp22.2 e Xp22.3 (SAENGER et al., 2001). Além disso,
varios fatores tém sido associados a baixa estatura, como mutacbées em genes
responsaveis por secrecgao, liberacdo e resposta ao horménio do crescimento. O
crescimento é determinado por um padrdo de heranca multifatorial, havendo
interacdo de fatores genéticos e ambientais. Cerca de 3% das criangas que
apresentam estatura abaixo da média populacional para idade e sexo ndo tém um
fator etilologico reconhecido e sdo classificadas como portadoras de baixa estatura
idiopatica (BEI) (ATTIE, 2000).

No presente estudo, o atraso no desenvolvimento puberal foi o segundo
estigma mais importante, observado com alta frequéncia tanto nas pacientes com
caridtipo normal quanto nas portadoras da ST. De acordo com D’Agostini et al.
(2005), deve-se considerar a realizagdo do caridétipo em pacientes sem
desenvolvimento das mamas até os 13 anos, com parada puberal e amenorreia
primaria para exclur a ST. Embora a faléncia gonadal e o atraso no
desenvolvimento puberal estejam associados a ST, os disturbios gonadais podem
ser causados por outras alteragbes cromossémicas, como translocacgoes,
mosaicismo, mutagdes ou dele¢cdes envolvendo os genes SRY, SOX9, SF-1, WT1,
rearranjos no cromossomo X e no DNA mitocondrial, como também a determinantes
poligénicos e multifatoriais (BADALOTTI et al., 2006). A disfungédo ovariana também
pode ser causada por diminui¢cdo, atresia ou apoptose dos foliculos primordiais que
resulta na perda da fertilidade e hipoestrogenismo. A etiologia € complexa e inclui
fatores genéticos, imunes (faléncia poliglandular), infecciosos (ooforites) e
metabdlicos (galactosemia) (BADALOTTI et al., 2006).

Em relacdo as andlise citogenéticas, nosso trabalho corrobora, de modo
geral, com os dados descritos na literatura que relatam uma frequéncia de
monossomia do X entre 50% a 60%, alteragbes estruturais acompanhadas ou nao
de mosaicismo com uma linhagem 45,X em aproximadamente 30% e presenga do
cromossomo Y em 5% dos casos (GRAVHOLT et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2009).
Entretanto, apenas uma paciente, ou seja, 1,9% da amostra, obteve o cariétipo

45,X/46,XX apesar de mosaicismo com linhagem celular normal (46,XX) serem
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descritos em 15 a 17% das portadoras de ST (GRAVHOLT, 2005; SCHOEMAKER et
al., 2008).

Alguns estudos mostram um diagndstico mais precoce nos casos de
monossomia, também demonstrado em nosso trabalho (SYBERT et al., 2002;
ELLEUCH et al., 2010). Sybert et al. (2002) observaram que 25% das portadoras
mosaicos sao diagnosticas apenas na idade adulta. No presente estudo, 21% dos
mosaicos foram diagnosticados na fase adulta, enquanto apenas 13,3% das
pacientes com monossomia do X receberam o diagndstico nesta fase, estando
grande parte dos casos (36,7%) o cariotipo 45,X estabelecido precocemente, antes
de dois anos de idade. De acordo com Hanson et al. (2001) o tipo e o grau de
mosaicismo parecem afetar o progndstico, a ocorréncia e morbidade dos estigmas
de Turner. De maneira geral, os individuos 45X apresentam uma tendéncia a
fendtipos mais severos e as formas de mosaicos modificam a expressao clinica em
diregdo ao fendtipo normal diminuindo a possibilidade do diagndstico precoce
(SAENGER et al., 2001; DAVENPORT, 2010).

O isocromossomo (Xq) foi o rearranjo estrutural mais encontrado nos casos
de ST afetando 22,64% das portadoras. Uma vez que a maioria dos genes
responsavel pelo fendtipo Turner esta localizado no brago curto, o caridtipo
46,X,i(Xq) apresentou um fenotipo similar ao 45,X, com excegdo da paciente 33
(Tabela 3) que exibiu sinais fenotipicos incomuns a ST como ectrodactilia nos pés e
sindactilia total. Alguns autores tém sugerido que a ocorréncia do i(Xq) pode induzir
ao hipotireoidismo ou diabetes por autoimunidade, devido a presenga aumentada de
anticorpos, além da probabilidade de 11-12% de desenvolver cardiopatias (EL-
MANSOURY et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2009), porém esta associagdo nao foi
encontrado neste estudo.

A disgenesia gonadal na ST é devida a haploinsuficiéncia dos genes
envolvidos na manutengdo ovariana, localizados no brago longo do cromossomo X
Xq26 (FOP1) e Xq13-21 (FOP2), em contraste, delegbes distais do brago curto séo
compativeis com uma funcéo ovariana normal (DAVISON et al., 2000; PIENKOWSKI
et al., 2008). Embora no i(Xq) os genes da funcédo ovariana permanegam ativos, as
pacientes 41 e 42 exibiram disturbios gonadais, o que pode ser atribuido a um
mosaicismo confinado as gbnadas.

A presenga do cromossomo X em anel (r(X)) estd associada ao retardo

mental e sinais dismorficos severos em algumas pacientes com ST. O tamanho
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relativo deste cromossomo é de extrema importancia para se determinar a extensao
do efeito fenotipico. Em um estudo sobre retardo mental em 190 individuos com ST,
Van Dyke et al. (1991) relataram que as portadoras de r(X) com tamanho
semelhante ao X normal apresentaram inteligéncia nos padrées normais devido a
conservagao do XIST. Esses autores inferiram que o risco de retardo mental esta
associado aos menores r(X) devido ao excesso génico resultante da auséncia de
inativagdo. Duas pacientes (46 e 47) apresentaram caridtipos 46,X,r(X)/45,X e a
presenca de alteracdes clinicas caracteristicas da ST na paciente 46 indica uma
inativacao eficiente do cromossomo em anel. Os achados clinicos da paciente 47
estavam indisponiveis, impossibilitando assim a correlagdo com os dados
citogenéticos.

O padrao de inteligéncia € considerado normal em pacientes com ST, porém
algumas dificuldades especificas de aprendizagem séao relatadas (ROVET, 2004).
Entretanto, as pacientes 10 e 31 apresentaram retardo mental associado aos
cariotipos 45,X e 46,Xi(Xq)/45,X. O retardo mental na ST esta relacionado com a
preservagdo da atividade do r(X), assim, o cromossomo X em anel inativado é
associado a inteligéncia normal (ROSS et al., 2006). Dessa forma, a deficiéncia
mental nestas pacientes € um achado incomum, e sua etiologia pode estar ligada a
fatores genéticos ainda n&o elucidados como mosaicismo oculto e outros disturbios
génicos.

Cardiopatias congénitas, consideradas o problema clinico mais grave,
ocorrem em aproximadamente 25 a 50% das portadoras de ST. Entre as quais,
defeitos obstrutivos do lado esquerdo s&o predominantes, especialmente valvula
aortica bicuspide e coartagdo da aorta (BONDY, 2009; DAVENPORT, 2010). Os
adultos com ST possuem uma taxa de mortalidade prematura 4 a 5 vezes maior, o
que é atribuido principalmente as complicagbes de doengas cardiacas congénitas
(STOCHHOLM et al., 2006). Como a expressao fenotipica em pacientes com ST
estd correlacionada com o gendtipo apresentado, geralmente individuos 45,X
apresentam uma maior prevaléncia de anomalias cardiacas quando comparados
com aqueles que possuem mosaicismo (LANDIN-WILHELMSEN et al.,, 2001;
HJERRILD et al., 2008). Apesar da baixa frequéncia de alteragbes cardioldgicas
(15,56%), nosso estudo reforca a relagcdo de maior comprometimento cardiaco
relacionado a monossomia do X (Fig. 6), demonstrando que essa linhagem celular

exerce um importante papel no prognéstico dessa sindrome.
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As pacientes 48 e 49 apresentaram caracteristicas clinicas tipicas da ST,
como baixa estatura, amenorreia primaria e outros pequenos dismorfismos, e a
analise citogenética revelou os caridtipos 46,X,dup(Xq)/45,X e 46,X,dup(Xq),
respectivamente. A ST consiste em um dos mais prevalentes disturbios
cromossémicos humano, sendo o critério minimo de diagndstico a presenga de um
cariotipo anormal, em que parte ou todo cromossomo X esta ausente. Por outro
lado, duplicagbes do X em pacientes com ST s&o alteragbes cromossOmicas raras.

Duplicagbes envolvendo o cromossomo X sao infrequentes e ocorrem
predominantemente em homens estando associadas anormalidades congénitas
multiplas e atraso no desenvolvimento (CHENG et al., 2005). Poucos relatos tém
sido descritos em mulheres e o fendtipo geralmente inclui atraso do crescimento e
desenvolvimento, baixa estatura e menores dismorfismos (ARMSTRONG et al.,
2003; CHENG et al., 2005). Fatores vistos com menos frequéncia associados a
duplicagao (Xq) sao assimetria do corpo, pés e maos pequenas, disgenesia gonadal
e outras caracteristicas da ST. Como nas mulheres o cromossomo X derivado €&
preferencialmente inativado, a maioria das portadoras de dup(Xq) geralmente sao
fenotipicamente normais (PETKOVIC et al., 2003).

A relagao entre fendtipo e dup(Xq) em fémeas ainda nao esta clara, alguns
autores sugerem que a caracteristica que diferencia mulheres, portadoras de
duplicagdes semelhantes no cromossomo X, fenotipicamente normais daquelas com
fendtipo alterado € o status diferencial de inativagdo do material genético presente
em excesso (ARMSTRONG et al., 2003). Portanto, a presenca de alteragdes clinicas
na paciente 49 (46,X,dup(Xq)) pode estar ligado a uma inativagdo irregular do
cromossomo duplicado, em contraste, os estigmas de Turner presentes na paciente
48 podem ser atribuidos a linhagem 45,X e a inativagao preferencial do cromossomo
X derivado.

Clinicamente, em contraste com outras sindromes cromossdmicas, as
pacientes com ST apresentaram fendtipos completamente distintos inclusive as
45,X. Mesmo a baixa estatura, considerada uma caracteristica geral, apresentou-se
inconsistente em relagcdo a frequéncia relatada na literatura. Uma das explicagoes
para esse fato pode ser a presenca de mosaicismo nao detectado. Nazarenko et al.
(1999) observaram que a analise citogenética dos linfocitos pode néo fornecer
informacdes precisas sobre a presenca de mosaicismo cromossémico em pacientes

com ST. Esses autores observaram uma constituicido cromossdmica distinta em
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diferentes tecidos do mesmo individuo, e inferiram que a analise adicional de células
oriundas de tecidos com origens embrionarias distintas (linfécitos do mesoderma
e células do epitélio bucal do ectoderma) permitem uma maior precisdo na definicdo
do diagndstico citogenético. Em adicdo ao mosaicismo oculto, outros fatores
afetando o fenétipo ainda ndo foram completamente elucidados, incluindo imprinting
gendmico e inativagao irregular, dificultando o diagndstico e a correlagdo genética
(ARAUJO & RAMOS, 2008).

Os resultados citogenéticos neste trabalho permitiram estabelecer o
diagndstico para cada paciente analisada, determinando a presenga da ST ou de
outras alteragbes cromossémicas que levaram ao quadro clinico. As relagdes entre
as manifestagdes clinicas e genotipicas nas pacientes com ST foram essenciais
para um diagnostico precoce, tornando-se fundamental para que a paciente receba
o direcionamento do tratamento adequado. Assim, as portadoras da ST poderao
usufruir uma qualidade de vida satisfatéria, melhorando seu desenvolvimento

psicoldgico e social.

6.2 Metabolismo do folato e o risco na ndo-disjuncao

Folatos sdo essenciais para processos biossintéticos de um carbono e
epigenéticos, sendo requeridos na sintese de nucleotideos e nas reagbes de
metilacdo do DNA. Deficiéncias de folato celular resultam em mutagdes de ponto,
quebras cromossOmicas, padrao aberrante de metilagdo do DNA, recombinagao
cromossOmica alterada e erros de segregacdo cromossémica (POGRIBNY et al.,
1995; XU et al., 1999; FENECH, 2001; COPPEDE, 2009). Com base nestas
evidéncias, James et al. (1999) sugeriram pela primeira vez que alteragdes no
metabolismo do folato, devido a polimorfismos genéticos que alteram as enzimas
metabodlicas, e hipometilagdo podem aumentar o risco de nao-disjungao
cromossbmica. Esta publicagcdo estimulou consideravel investigacdo sobre a
possivel associacdo do folato na segregagcdo cromossOmica e, apesar de muitos
estudos nesta area, os resultados sao frequentemente conflitantes ou inconclusivos,
assim a questao ainda permanece nao resolvida (ANELLO et al., 2004; SMULDERS
& STEHOUWER, 2005; COPPEDE, 2009; ZHAO et al., 2009).
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No presente estudo foi verificada a possivel associagcao entre o risco de nao-
disjungcao cromossdmica somatica e os polimorfismos dos genes MTHFR, MS e TS,
envolvidos no metabolismo do acido félico na ST. Esta sindrome pode ser um
importante modelo de investigacdo para os polimorfismos dos genes da rota do
folato e a nao-disjungdo cromossbmica somatica devido a alta frequéncia de
mosaicismo nestas pacientes (SANTOS et al, 2006). Dados da literatura
demonstram que a presenca de um segundo cromossomo sexual é necessaria para
sobrevivéncia do feto com ST. Dessa forma, virtualmente todo individuo 45,X
nascido vivo deve apresentar mais de uma linhagem celular, constituindo assim, um
mosaico (HELD et al., 1992; OLIVEIRA et al., 2009). Esta hipétese é baseada na
frequéncia bem maior de mosaicismo cromossémico nas recém-nascidas
vivas com ST quando  comparadas com  fetos abortados.  Além  disso,
aproximadamente 99% das concepgdes humanas puramente 45,X sdo naturalmente
abortadas nos primeiros estagios do desenvolvimento (HELD et al., 1992; ARAUJO
& RAMOS, 2008).

Até a presente data, apenas dois trabalhos avaliaram a influéncia dos
polimorfismos C6777T e A1298C do gene MTHFR na ST, apresentando resultados
conflitantes. Santos et al. (2006) estudaram 49 pacientes com ST e 200 controles,
e encontraram uma alta frequéncia do gendétipo 677TT no grupo de portadoras da
ST, estes autores concluiram que a mutagcdo MTHFR C677T deve ter um efeito na
nao-disjungdo cromossdmica por hipometilagao.

O segundo trabalho, realizado por Oliveira et al. (2008), que incluiu 140
pacientes com ST e 209 controles, ndo observou associagado entre o polimorfismo
MTHFR C677T e a nao-disjungdo. Entretanto, este estudo evidenciou uma maior
frequéncia do gendtipo MTHFR 1298CC nas pacientes com ST, sugerindo seu
envolvimento na formagao das aneuploidias cromossOmicas. Em contraste com os
resultados anteriormente reportados para ST, o presente trabalho ndo observou
associagao entre o risco de ndo-disjungdo somatica e os polimorfismos do gene
MTHFR. Além disso, nosso estudo avalia pela primeira vez a influencia dos alelos
polimorficos dos genes MS e TS, bem como uma possivel interagdo entre os genes
da rota do folato e o processo de nao-disjungédo na ST.

Diversos estudos tém avaliado a fungdo dos polimorfismos do gene MTHFR
como fator de risco para as aneuploidias cromossémicas, especialmente na

sindrome de Down. O polimorfismo MTHFR 677C—T se mostrou um fator de risco
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independente para SD nas populacdes dos Estados Unidos e Canada, Egito e China
(JAMES et al., 1999; HOBBS et al., 2000; MEGUID et al., 2008; WANG et al., 2008).
Por outro lado, nenhum estudo realizado na Europa (O'LEARY et al., 2002;
STUPPIA et al., 2002; COPPEDE et al., 2009; POZZI et al., 2009), Turquia ou Jap&o
(BODUROGLU et al., 2004; TAKAMURA et al., 2004) relacionou este polimorfismo
como fator de risco independente. O contraste destes resultados podem ser devido a
heterogeneidade genética entre as populagdes, amostras de tamanhos diferentes ou
influéncia de fatores ambientais, como a dieta (COPPEDE et al., 2006).

No Brasil, os resultados obtidos em diferentes estudos com SD e ST tém sido
contraditérios. Alguns trabalhos evidenciaram associagdo entre o polimorfismo
MTHFR C677T e o risco de nao-disjuncdo (GRILLO et al., 2002; da SILVA et al.,
2005; SANTOS et al., 2006; BRANDALIZE et al., 2009), enquanto outros né&o
conseguiram demonstrar esta relagao (BISELLI et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2008).

O polimorfismo MTHFR 1298A—C tem sido estudado menos extensivamente
que o MTHFR 677C—T. A primeira associagao entre o alelo 1298C e o risco de SD
foi descrita por Grillo et al. (2002) na populagdo brasileira, os autores também
observaram uma interagao entre os polimorfismos C677T e A1298C aumentando o
risco de SD. Oliveira et al. (2008) também mostraram a influéncia do polimorfismo
MTHFR 1298A—C associada ao risco de erros na segregagao cromossOmica da ST.
Diferentes estudos realizados no Brasil sugerem que a combinagdo dos
polimorfismos do gene MTHFR, pode exercer uma fungdo na ocorréncia das
aneuploidias cromossdmicas (GRILLO et al., 2002; ACACIO et al., 2005;
BRANDALIZE et al., 2009). Nosso trabalho corrobora com os dados da literatura que
nao relacionaram os polimorfismos 677C—T e 1298A—C do gene MTHFR, isolados
ou combinados, como fatores de risco para as aneuploidias cromossémicas.

Um desequilibrio de ligacdo (DL) entre os alelos MTHFR 677T e 1298C tem
sido reportado (STEGMANN et al., 1999; SHI et al., 2003), entretanto este DL néo é
completo, uma vez que alguns estudos observaram frequéncias abaixo de 0,005 do
haplétipo raro 677T-1298C (YAMADA et al., 2001; SCALA et al., 2006). Em nosso
estudo, do total de 121 mulheres genotipadas incluindo pacientes e controles,
nenhuma exibiu o gendtipo 677TT/1298CC e apenas uma apresentou genotipo com
trés mutagdes 677CT/1298CC (Tabela 7), confirmando a selegdo negativa deste
haplotipo. Uma explicagao bioldgica para a existéncia deste DL que existe entre os

dois polimorfismos do gene MTHFR foi sugerida por Ulvik et al. (2007). Estes
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autores inferiram que a estabilidade do dimero que compde a enzima MTHFR
depende dos aminoacidos presentes nas posi¢cdes 222 e 429, resultantes dos
polimorfismos 677 e 1298, assim, a presenca de mais de duas mutagdes nesta
combinagdo de gendtipos resulta em severa instabilidade enzimatica, pois
compromete a associacdo dos monémeros da enzima.

A primeira evidéncia de uma possivel contribuicido do polimorfismo MS
2756A—G surgiu quando Bosco et al. (2003) avaliaram o risco de nao-disjungéo
para SD na populagdo da Sicilia. Esses autores relataram que os gendétipos MS
2756AG e 2756GG foram fatores de risco significantes para esta sindrome.
Contudo, estudos subsequentes realizados em diferentes paises, incluindo Franca,
Italia e Brasil, ndo observaram esta associacdo (CHANGO et al., 2005; SCALA, et
al., 2006; BISELLI et al., 2008). Em um estudo conduzido na ltalia, Coppedée et al.
(2009) observaram uma associagao entre os gendtipos combinados MS 2756AA/
MTHFR 677TT com o aumento do risco de SD. Nossos resultados mostraram um
aumento na frequéncia do gendtipo MS 2756GG no grupo das pacientes, com um
risco estimado em 1,39 (95% IC 0.26 - 7.28), porém este resultado n&do se mostrou
estatisticamente significativo (Tabela 5), apoiando assim, a auséncia de associagao
deste polimorfismo como fator de risco a ndo-disjungdo somatica na ST.

As enzimas MTHFR e TS requerem 5,10 metilenoTHF como substratos em
seus respectivos ciclos, a primeira para metilacdo do DNA e a ultima na sintese de
pirimidina. Polimorfismos associados com redugao da atividade da enzima MTHFR
modificam o pool de 5,10 metilenoTHF em direcdo a sintese de DNA, enquanto
polimorfismos que afetam a enzima TS alteram o ciclo do folato favorecendo a
metilacdo do DNA. Portanto, considerando que ambas as enzimas utilizam o mesmo
substrato, é provavel que combinagdes entre os gendtipos de MTHFR e TS possam
afetar a segregacdo cromossémica (COPPEDE, 2009). Em nosso trabalho nao foi
possivel estabelecer nenhuma associagao significativa do gene TS, independente ou
combinado com qualquer outro gene, incluindo o MTHFR, com o risco da ST.
Recentemente foi observada uma interagéo entre os polimorfismos dos genes TS e
MTHFR no aumento do risco de SD, sugerindo que alteragdes no equilibrio entre
sintese de DNA e o processo de metilagdo podem favorecer erros na segregacgéo
dos cromossomos (COPPEDE et al., 2009).

Resultados conflitantes de diversos trabalhos emergem principalmente

quando cada polimorfismo é avaliado isoladamente como fator de risco a nao-
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disjungdo. Assim, a opinido atual € que a presenga combinada de varios
polimorfismos da rota metabdlica do folato, bem como a interagcdo com fatores
ambientais podem aumentar o risco de erros na segregagao cromossémica (HOBBS
et al., 2000; ACACIO et al., 2005; BISELLI et al., 2008; COPPEDE, 2009; COPPEDE
et al., 2010).

Os resultados de varios estudos que avaliaram as interagdes gene-gene
sugerem um elevado risco de n&o-disjun¢gdo na SD para portadores de combinagdes
com ambos os alelos 677T e 1298C do gene MTHFR, e/ou outros polimorfismos
genéticos de diferentes genes participantes da rota metabdlica do folato, incluindo o
MS, TS, MTRR e carreador de folato reduzido (RFC1) (COPPEDE et al., 2006; RAI,
et al., 2006; SCALA et al., 2006; WANG et al., 2008; Coppedé et al., 2009). Além
disso, interagdes entre trés ou mais polimorfismos, incluindo o alelo MTHFR 677T,
tém sido associados a um aumento significativo do risco para SD (da SILVA et al.,
2005; COPPEDE et al., 2007; BISELLI et al., 2008). De maneira geral, estes
resultados indicam que interagdes complexas entre diferentes polimorfismos dos
genes envolvidos no metabolismo do acido félico, e ndo a presenga de uma unica
variante, podem modular o risco das aneuploidias.

O presente trabalho avaliou, pela primeira vez, possiveis interagdes gene-
gene entre os polimorfismos MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MS A2756G e TS
3R/2R na ST, entretanto, nenhuma combinacdo de gendtipos evidenciou um risco
associado ao processo de nao-disjungdo cromossémica somatica nesta sindrome
(Tabelas 6 e 7). Mesmo a segunda abordagem utilizada em nosso estudo, a qual
tem como objetivo avaliar uma possivel interagdo simultanea entre todos os genes,
nao representou um risco maior associado ao numero de alelos polimoérficos na ST
(Tabela 8), conflitando assim, com alguns dados descritos para SD.

Em um estudo realizado no Brasil, da Silva et al. (2005) inferiram que quando
os alelos variantes MTHFR 677T, MTHFR 1298C, MS 2756G, MTRR 66G s&o
avaliados juntos na SD, os casos tendem a apresentar um maior numero de alelos
polimérficos quando comparados com os controles. Resultados similares foram
obtidos por Biselli et al. (2008), quando avaliaram as variantes alélicas MTHFR
677T, MTHFR 1298C, MS 2756G e RFC1 80G juntas, em um segundo estudo

também realizado no Brasil com SD.
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De maneira geral, os resultados discrepantes obtidos em diferentes trabalhos
podem também refletir interagdes entre fatores genéticos e ambientais implicados no
metabolismo do folato (JAMES, 2004). Fatores de riscos podem depender de
polimorfismos genéticos ou da interagcdo com ambiente, representada pela dieta, em
particular a ingestao de acido félico, que pode ser crucial na manutencéo dos efeitos
dos polimorfismos (MARTINEZ-FRIAS et al., 2006). Além disso, as diferencas na
distribuicdo alélica sugerem que o impacto destes polimorfismos pode variar em
funcdo da area geografica ou origem étnica do grupo, e que outros fatores
determinantes que afetam a metilacdo e o metabolismo do folato ou um efeito
cromossomo-especifico permanecem a ser identificados (BOSCO et al.,, 2003;
WANG et al., 2004; COPPEDE et al., 2010).

Apesar de estudos in vitro e in vivo indicarem que alteragées no metabolismo
do folato podem resultar em erros de segregacéo cromossémica, o processo de nao-
disjuncao parece resultar da interacdo de varios fatores genéticos, epigenéticos,
ambientais e estocasticos, o que torna dificil discriminar a contribui¢do individual de
cada um deles (COPPEDE, 2009; COPPEDE et al., 2010).

Em conclusdo, nosso estudo evidencia a auséncia de associagao entre os
polimorfismos dos genes MTHFR, MS e TS, e o risco de n&o-disjungao somatica na
ST, bem como a inexisténcia de interagdo entre os alelos polimérficos modulando
este risco. Portanto, as mutagdes dos genes envolvidos na rota do folato podem né&o
representar uma importante contribuicdo para os mecanismos de geracdo das

aneuploidias.
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7. CONCLUSOES

1. As frequéncias das alteragdes cromossOmicas nas pacientes com ST se
assemelham com a literatura com excecdo da baixa frequéncia de

mosaicismo com linhagem celular normal;

2. Clinicamente foi observada grande variagao fenotipica nas portadoras da ST,
inclusive as 45,X, podendo esta variagao estar relacionada ao mosaicismo

criptico, imprinting genémico e inativagao irregular do cromossomo X;

3. Este estudo evidenciou sinais fenotipicos atipicos a ST, como ectrodactilia

nos pés e sindactilia total, associados ao cariétipo 46,X,i(Xq)/45,X;

4. A andlise citogenética exerceu um importante papel no progndstico, através
da relagao clinica-citogenética foi possivel oferecer um diagndstico para as
pacientes com ST e, por conseguinte o direcionamento do tratamento

adequado;

5. As frequéncias dos alelos polimérficos MTHFR 1298C, MS 2756G e TS 2R,
nao apresentaram diferengas significativas entre pacientes com ST e
controles. Por outro lado, no polimorfismo MTHFR C677T, foi evidenciada a

presenca significativamente mais alta do alelo mutante nos controles;

6. Nao foi possivel estabelecer uma associacédo entre os polimorfismos MTHFR
C677T, MTHFR A1298C, MS A2756G e TS 3R/2R, independentes, e o risco

na nao-disjungdo somatica na ST;

7. A interagdo gene-gene entre os polimorfismos dos genes MTHFR, MS e TS
também nao representou um risco associado a erros na segregacgao

cromossOmica na ST;

8. Com este trabalho foi possivel analisar as relagdes clinico-citogenéticas e os
possiveis mecanismos de origem das aneuploidias na sindrome de Turner,

em pacientes do Estado de Pernambuco.
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APENDICE A — Dados clinicos e citogenéticos das pacientes normais.

Tabela 1. Dados clinicos e citogenéticos das pacientes com cariétipo normal.

Paciente Idade Caridtipo Dados Clinicos

01 ) 46,XX[20] Ba[x.a eStatUF?, cubito valgo bilateral leve, utero visualizado e
ovarios normais.

02 13a 46,XX[20] Baixa estatura.
Baixa estatura, perimetro cefalico abaixo do percentil 2, amenorreia

03 19a 46,XX[20] primaria, mamas nao desenvolvidas; pelos pubianos escassos,
hipotrofia de utero e os ovarios nao visualizados.

04 10a 46,XX[20] Nao disponivel

05 - 46.XX132] N&o disponivel

06 9a 46 XX[20] PaI?to um pouco alto e estreito, luxagdo congénita do quadril e
lesdes hipocrdmicas estriadas por todo o corpo.

07 1a 46,XX[20] Retardo no crescimento intrauterino e cardiopatia congénita.

08 8a 46,XX[8] Nao disponivel

09 193 46,XX[20] Atrasq do desgr_wolwmento sexual (auséncia de caracteristicas
sexuais secundarias)

10 1a 46,XX[20] Redundancia de pele no pescogo

11 9m 46,XX[15]  Nao disponivel
Baixa estatura, implantagdo posterior baixa dos cabelos, utero e
ovarios com volume discretamente reduzidos, macrossomia,

12 9a 46,XX[16]  hipotireoidismo congénito, macrocrania, hipertelorismo mamario,
unhas hipoplasicas, leve retardo neuropiscomotor, hipotaxia
neonatal importante.

13 8a 46,XX[20] Baixa estatura, hipertelorismo mamario, implantagdo baixo posterior
dos cabelos.

14 ) 46 XX[21] Baixa est’at_ura com velocidade de crescimento reduzida, atraso
puberal cubito valgo.

15 33 46 XX[20] Retardo neuropsmomqtor, orelha proemlnente, redundancia de pele
nos pescogo, hipoplasia dos mamilos.

16 163 46 XX[20] Bal,xg estaturg, desn_utrlga’lo e baixo peso, atraso puberal, utero e
ovarios reduzidos, baixo nivel de estradiol.

17 8a 46 XX[20] aikizisstatura, com baixa velocidade de crescimento sem estigmas

18 23 46,XX[20] Redundancia de pele no pescoco, lesdes de hemangiomas na pele,
discreta assimetria das ventriculas laterais.

19 - 46,XX[20]  Nao disponivel
Baixa estatura, auséncia de pelos pubianos, assimetria de mamas,
hipertelorismo mamario, mamas em M3, presenca de cubito valgo

20 17a 46,XX[20] bilateral, diminuicdo dos 4° e 5° metacarpianos, edema no dorso dos
pés até 1 ano de idade, orelhas de implantacdo um pouco baixa,
apresenta dificuldade de aprendizagem e retardo mental moderado.
Baixa estatura (114 cm), ovarios e utero normais, discreto pelos

21 10a 46,XX[20]  pubianos, bexiga normal e tecido tireoidiano bastante reduzido de
volume.

29 4a 46 XX[20] Balxa estgtura, ute_ro e ovarios visualizados, pescogo curto e largo,
implantacao posterior baixa dos cabelos, sopro cardiaco suave.

23 13a 46 XX[20] Baixa estatura, baixa veIomdade_ de cresmmentp, hipertireoidismo,
geno valgo, retardo do desenvolvimento neuropsicomotor.

24 10a 46,XX[20] Baixa estatura, encurtamento dos metacarpos e olhos amendoados.



25
26

27

28

29

30

31

32

33

34

35
36

37

38
39

40
41
42

18a

33a

11a

15a

5a

2a

6a

7a

14a
24a

12a
10a

18a
9a

46,XX[19]
46,XX[25]

46,XX[21]
46,XX[20]

46,XX[20]

46,XX[20]

46,XX[20]

46,XX[20]

46,XX[25]

46,XX[20]
46,XX[22]
46,XX[24]
46,XX[18]
46,XX[17]
46,XX[20]
46,XX[20]
46,XX[25]
46,XX[25]
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Hipogonadismo sem total desenvolvimento dos caracteres sexuais
secundarios.

Nao disponivel

Amenorreia primaria, ndo menstrua sem uso de estrogenos.
Estradiol menor que 5.0, LH=42,04, FSH=113,9. Utero visualizado,
ovario esquerdo com dimensodes reduzidas e direito ndo visualizado.
Amenorreia cronica, hipoplasia do uUtero (uUtero de volume reduzido),
ovarios nao visualizados, estradiol menor que 10 e infertilidade.
Baixa estatura, pescoco curto e largo, membros curtos e pés chatos,
inteligéncia normal, ndo desenvolvimento puberal, ovario esquerdo
com pequena formagao cistica e anemia.

Deficiéncia auditiva (prétese auditiva), dificuldade renal, portadora
de duplicidade pieloureteral esquerda, dificuldade de aprendizagem,
hipoplasia cartilagem, sopro cardiaco.

Baixa estatura, atraso do desenvolvimento puberal, discreto cubito
valgo, tunner M3 P4.

Baixa estatura, infecgdes retroauriculares recorrentes, Utero de
tamanho reduzido, ovarios nao visualizados bilateralmente, podendo
corresponder a ovarios em fita, inteligéncia normal e sem alteragbes
cardiologicas.

Baixa estatura, faceis sindrbmicas, asma leve, amidalite de
repeticdo, ovarios nao visualizados, utero de volume reduzido para
a idade, clinodactilia de 5° quirodactilos.

Baixa estatura e atraso no desenvolvimento, auséncia de mamas ou
pelos pubianos, presenga de edema palpebral.

Baixa estatura, hipertireoidismo.

Nao disponivel.

Subdesenvolvimento dos caracteres sexuais, amenorreia primaria,
faléncia ovariana.

Baixa estatura.

Baixa estatura e baixo peso, com atraso discreto da idade éssea.

Baixa estatura, déficit de peso, uUtero normal e ovarios nao
visualizados.

N&o disponivel.

Nao disponivel.

a = anos; m = meses; RN = recém-nascido; - = ndo informada.
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APENDICE B - Cari6tipos observados no presente estudo.
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Figura 1. Cari6tipos com bandeamento G. a. 46,XX; b. 46,XY; c. 45,X; d. 47, XXX.
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Figura 2. Cariotipos com bandeamento G. a. 46,X,i(Xq); b. 46,X,r(X); c. 46,X,del(Xp); d.
46,X,+mar.
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Figura 3. Cariétipos com bandeamento G. a. 46,X,dup(Xq); b. 46,XX,inv(9); c. 46,XX,9gh";
d. 46,XX,9gh",add(22p).
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Figura 4. Caridtipos com bandeamento G. a. 46,XX, del(1q); b. 46,XX,del(5p); c.
46,XX,add(14q); d. 47, XX,+mar.
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APENDICE C - Fotografias dos produtos da PCR em géis de agarose.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 M

198 pb
175 pb

Figura 5. Imagem do gel de agarose 3% apresentando os padrdes de migracéo
eletroforética dos produtos de amplificacdo dos alelos do polimorfismo C677T
do gene MTHFR. M-Marcador molecular 1kb plus (100 pb). As colunas 1, 4, 5,
7, 8,10, 11, 14 apresentam o fragmento de 198 pb correspondente ao gendtipo
CC. Nas colunas 2 e 13 observa-se o gendtipo heterozigoto CT, com a presenca
de dois fragmentos com 198pb e 175pb. As colunas 3, 6, 9 e 12 apresentam o
fragmento de 175pb correspondente ao gendtipo TT.

M 1A 1C 2A 2C 3A 3C 4A 4C 5A 5C 6A 6C 7A 7C 8A 8C 9A 9C M

Figura 6. Imagem do gel de agarose 3% apresentando os padrdes de migracéo
eletroforética dos produtos de amplificacdo dos alelos do polimorfismo A1298C
do gene MTHFR. M-Marcador molecular 1kb plus (100 pb). As colunas 1,4 e 8
apresentam os fragmentos de 72 e 120 pb correspondentes aos alelos A e C,
respectivamente (heterozigoto). Nas colunas 2, 3, 5, 6, 7 e 9, observa-se a
presenca somente do alelo A (homozigoto selvagem). O fragmento de 285 pb
observados em todas as amostras corresponde a sequéncia do controle interno
de amplificacdo do gene Cyp-46.
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Figura 7. Imagem do gel de agarose 3% apresentando os padrdes de migragcao
eletroforética dos produtos de amplificagao dos alelos do polimorfismo A2756G
do gene MS. M-Marcador molecular 1kb plus (100 pb). As colunas 1, 2, 3, 4, 8,
9, 11, 12, 16 e 18 apresentam o fragmento de 211pb correspondente ao
genotipo selvagem (AA). Nas colunas 5, 6, 7, 10, 15 e 17 observa-se as
repeticdes os fragmentos de 211 pb para o alelo A e de 131 e 80 pb para o alelo
G, que compde o heterozigoto. A coluna 13 correspondente ao gendtipo GG
com os fragmentos de 131 e 80 pb.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 M

Figura 8. Imagem do gel de agarose 3% apresentando os padrbées de migragéo
eletroforética dos produtos de amplificagdo dos alelos do polimorfismo 3R/2R do
gene TS. M-Marcador molecular 1kb plus (100 pb). As colunas 1, 2, 3, 4, 5, 7,
11, 12, 13 apresentam as repeticdes 3R/3R. Nas colunas 6, 8, 10, 14 observa-
se as repeticdes 3R/2R e a coluna 9 correspondente as repeticoes 2R/2R.
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ANEXQOS

ANEXO A - Parecer do comité de ética e pesquisa em seres humanos do
Instituto de Medicina Integral — IMIP.
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Instituto Materno Infantil 6

Prof. Fernando Figueira
Escala de Pos-graduacio em :‘.-.mh Materno Infantil I M I P

Instituigio Civil Filantropica

DECLARAGAO

Declaro que o Projeto de pesquisa n° 802 intitulado “Investigacéo
cromossoémica e molecular em pacientes com Sindrome de Tuner”,
apresentado pela Pesquisadora Gabriela Ferraz Leal foi aprovado pelo Comité
de Etica e Pesquisa em Seres Humanos do Instituto Materno Infantil Prof.
Fernando Figueira — IMIP, em Reuniac Ordinaria 03 de agosto de 2006. .

Recife, 04 de agosto de 2006.

7 Lowil
Dr. José Eulalio Cabral Filho

Coordenador do Comité de Etica
e Pesquisa em Seres Humanos do
Instituto Materno Infantil Prof. Fernando Figueira
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ANEXO B - Parecer do comité de ética e pesquisa de ética e pesquisa em
seres humanos do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE.

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N°. 229/2009 - CEP/CCS Recife, 19 de agosto de 2009

Registro do SISNEP FR — 225776

CAAE - 0322.0.172.000-08

Registro CEP/CCS/UFPE N° 330/08

Titulo: “Sindrome de Turner: estudo cromossdmico, molecular e investigagdo da
associagdo de polimorfismos dos genes MTHFR e Timidilato sentas (TS) com o
risco na ndo-disjungdo”.

Pesquisador Responsavel: Neide Santos

Senhora Pesquisadora:

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro
de Ciéncias da Satde da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) registrou e
analisou, de acordo com a Resolucdo N.° 196/96 do Conselho Nacional de Satide, o protocolo
de pesquisa em epigrafe, aprovando-o e liberando-o para inicio da coleta de dados em 18 de
agosto de 2009.

Ressaltamos que o pesquisador responsavel devera apresentar o relatorio ao final da

pesquisa.
Atenciosamente
Prof.gtgl outo
Coordenador do CEP/ 2CS / UFPE
A

Dra. Neide Santos
Dep. de Genética - CCB/UFPE

Av. Prof. Moraes Rego, s/n Cid. Universitéria, 50670-901, Recife - PE, Tel/fax: 81 2126 8588; cepecs@utpe.br
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ANEXO C - Termo De Consentimento Livre e Esclarecido.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PACIENTES
MENORES DE 21 ANOS

Eu, , responsavel por
(grau de parentesco:
; RG: ) declaro que fui devidamente esclarecido(a)

pela Dra. Neide Santos e/ou Dras. Gabriela Ferraz Leal e Jaqueline Araujo sobre a
pesquisa “Sindrome de Turner: estudo cromossémico e analise de polimorfismos
genéticos do metabolismo do folato como fatores de risco na ndo-disjuncéo” e que:

1. Concordei em participar da pesquisa sem receber qualquer pressdao dos
pesquisadores ou médicos que estdo me atendendo;

2. Foi-me assegurado que continuarei a ser atendido no servigo médico
independentemente de continuar participando ou ndo da pesquisa;

3. Concordei em prestar informacdes pessoais a equipe responsavel pela pesquisa,
contudo estas informacgdes deverao ser confidenciais;

4. Autorizei a coleta de sangue para realizacdo de exame cromossémico com
bandeamento G e analise molecular para pesquisa de polimorfismos genéticos.
Declaro ainda que fui informado sobre o objetivo destes exames e que terei livre
acesso aos seus resultados;

5. Poderei desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, mesmo depois de
ter assinado este termo, sem que isto comprometa o meu atendimento no médico.

Recife,

Assinatura do responsavel pela paciente

Assinatura do pesquisador
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PACIENTES
MAIORES DE 21 ANOS

Eu, , RG: , declaro que fui
devidamente esclarecido(a) pela Dra. Neide Santos e/ Dras. Gabriela Ferraz Leal e
Jaqueline Araujo sobre a pesquisa “Sindrome de Turner: estudo cromossémico e
analise de polimorfismos genéticos do metabolismo do folato como fatores de risco
na nao-disjungao” e que:

1. Concordei em participar da pesquisa sem receber qualquer pressdao dos
pesquisadores ou médicos que estdo me atendendo;

2. Foi-me assegurado que continuarei a ser atendido no servigo médico
independentemente de continuar participando ou ndo da pesquisa;

3. Concordei em prestar informacdes pessoais a equipe responsavel pela pesquisa,
contudo estas informacgdes deverao ser confidenciais;

4. Autorizei a coleta de sangue para realizacdo de exame cromossémico com
bandeamento G e analise molecular para pesquisa de polimorfismos genéticos.
Declaro ainda que fui informado sobre o objetivo destes exames e que terei livre
acesso aos seus resultados;

5. Poderei desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, mesmo depois de
ter assinado este termo, sem que isto comprometa o meu atendimento no médico.

Recife,

Assinatura da paciente

Assinatura do pesquisador
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