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RESUMO



A Sindrome de Down, ou Trissomia do 21 € uma aberragdo cromossdomica
numérica, sendo a causa genética mais freqiente de retardamento mental moderado. Em
95% dos casos de Sindrome de Down ocorre um processo de ndo-disjungdo na meiose

materna.

Estudos recentes associam o fendmeno de ndo-disjungdo a hipometilagdo do
DNA. A MTHFR atua no metabolismo do acido folico e tem como produto intermediario a
formagio do SAM que ¢ o doador de grupos metil para 0 DNA. Assim, os individuos
deficientes em MTHFR deveriam ter uma menor disponibilidade de grupamentos metil e

assim estariam sujeitos a erros na divisdo celular.

Em nosso estudo analisamos as duas mutagdes mais freqiientes no gene da
MTHFR em 36 mies de portadores de Sindrome de Down e em 200 individuos controle.
Os resultados demostraram um acumulo de mades heterozigotas compostas para as duas
mutagdes, fenotipo que causa uma redugdio enzimdtica importante, sugerindo que a

deficiéncia da MTHFR deve ser um fator de risco importante para a Sindrome de Down.
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1.1. SINDROME DE DOWN

A Sindrome de Down (SD), ou Trissomia do Cromossomo 21 , é sem duvida O
disturbio citogenético e a causa genética mais frequente de retardamento mental moderado.
Cerca de 1 em cada 800 criangas, nasce com a Sindrome de Down, e entre criangas
nativivas ou fetos de mies com idade igual ou superior a 35 anos a incidéncia ¢ ainda
maior. A causa de 95% dos casos de trissomia do 21, que caracteriza a Sindrome de Down,
resulta da nio-disjungio dos cromossomos que ocorre na maior parte dos casos durante a
meiose I materna. Porém, a trissomia livre do 21 ndo ¢é a Gnica forma de manifestagdo da
SD. Em cerca de 5% dos pacientes, ocorre translocagdo para um outro Cromossomo
acrocéntrico, mais freqientemente o 14 ou o 21 (Thuline e Pueschel, 1982; Hook, 1982).
Em cerca de 2 a 4 % dos casos de trissomia livre, podem ser reconhecidos mosaicismo para
linhagens de células trissomicas e normais (Mikkelsen, 1977).

A idade materna é um fator associado ao aparecimento da S. de Down, uma vez que
a frequencia dessa sindrome aumenta com a idade materna. Entretanto, observa-se um
niimero significativo de ocorréncia de Sindrome de Down em maes com idade inferior a 30
anos (James, SJ. e col,, 1999). Como na reprodugio predomina a fragdo jovem da
populagio, fica facil explicar o numero maior de maes jovens, entre as criangcas com a
afec¢do em questao.

Langdon Down foi o primeiro a descrever clinicamente essa Sindrome em 1866,
mas o fator etiologico permaneceu um mistério durante quase um século. Waardenburg
sugeriu em 1932, que uma anormalidade cromossomica poderia explicar tais observagoes,
mas naquela época ninguém estava preparado para acreditar que o homem pudesse ter

anormalidades cromossomicas
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Figura I: Cariotipo de trissomia livre do cromossomo 21.
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Contudo, quando as técnicas de analise detalhada dos cromossomos humanos
tornaram-se disponiveis, a Sindrome de Down foi uma das primeiras afeccdes a serem
examinadas cromossomicamente. Em 1959, Lejeune e colegas, além de varios outros
grupos, confirmaram que a maioria das criangas com a Sindrome de Down tem 47
Cromossomos € que 0 membro extra € um Cromossomo acrocéntrico pequeno, desde entao

designado como cromossomo 21 (Figura I).

Figura II: Portador de Sindrome de Down

A SD geralmente pode ser diagnosticada ao nascimento ou logo apos por suas
caracteristicas dismérficas , que variam entre 0s pacientes, mas, apesar disso, produzem um
fenotipo que os distinguem. Nos pacientes com SD, 20 nascimento, pode ser observado
uma ictericia prolongada e hipotonia ao lado de braquicefalia as custas de um occipicio

achatado. O pescogo é curto com pele redundante na nuca, ponte nasal plana, orelhas de

Introdugdo
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implantagdo baixa, com microtia tipica. As fendas palpebrais tém obliqiidade para cima
acompanhadas de prega epicéntica e se os olhos sao claros exibem manchas de Brushfield
ao redor da margem da iris; a boca ¢ aberta, com protusdo da lingua (Figura II); as maos e
os dedos sdo curtos e largas, freqiientemente com uma Ginica prega palmar transversa (prega
simiesca) com clinodactilia dos quintos dedos a custa de uma hipoplasia da falange média
e,as vezes, com uma unica prega de flexdo; os pés mostram um amplo espago entre 0
primeiro ¢ o segundo dedos, com um sulco estendendo-se nessa regido, na face plantar. Os
dermatéglifos (padrdes de cristas dérmicas) séo bastante tipicos,com excesso de presilhas
ulnares e trirradios axiais na posi¢o “t”. A maior causa de preocupagdo na Sindrome de
Down ¢é o retardamento mental, que embora no inicio da lactancia seja discreto, torna-se
mais claro ao final do primeiro ano de desenvolvimento.

O quociente de inteligéncia costuma estar entre 25 e 50, quando a crianga tem
idade suficiente para fazer o teste. Entretanto, muitas criangas com SD tornam-se pessoas

felizes e mesmo autoconfiantes a despeito de suas limitacaes.

Uma cardiopatia congénita esta presente em um tergo dos bebés nativivos com a SD
e numa propor¢io um pouco mais alta nos abortos com essa trissomia. Cerca de trés quartos
dos conceptos com a SD perdem-se por aborto espontineo geralmente no primeiro trimestre
da gravidez e muitos nativivos morrem no inicio da vida pos-natal, principaimente devido
as cardiopatias congénitas. Certas malformagdes sdo mais comuns nesta sindrome do que
em outros distirbios, como a atresia duodenal e a fistula traqueo-esofagica. Ha um aumento
de quinze vezes do risco de desenvolver leucemia. A senilidade prematura, associada aos
achados neuropatologicos tipicos da doenga de Alzheimer (atrofia cortical, dilatagdo
ventricular e emaranhados neurofibrilares), afeta os pacientes com SD numa idade precoce

em relagdo a idade tipica de manifestagdo na popula¢do em geral.

Introducao
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0O estudo do cromossomo 21, o menor autossomo humano, ¢ de grande
interesse médico, uma vez que varias anomalias genéticas com grande incidéncia na
populagdo, foram mapeadas nesse cromossomo, tais como Sindrome de Down, Esclerose
Amiotréfica Lateral Familial (FALS), doenga de Alzheimer, alguns casos de céancer como
Sarcoma de Ewings, associados a translocagOes nesse €romossomo € outros tumores

primitivos neuroectodérmicos, além de Leucemia Mieloide Aguda.(Kola e Hertzog, 1997).
1.2. ESTUDOS CITOGENETICOS

A origem da trissomia livre do 21 pode ser meidtica ou mitdtica. Mais de 400
familias foram estudadas (Antonarakis e col., 1991,1992; Antonarakis, 1993, Sherman e
col., 1991, 1992), e os resultados foram os seguintes:1- Erros na Meiose, que levam a
trissomia do 21, sdo distribuidos em cerca de 95% na meiose materna e cerca de 5% na
espermatogénese; 2- O maior numero de casos de erro na meiose materna, OCOITem na
meiose I e estio associados 4 idade mais avancada (cerca de 32 anos, sendo que a média da
populagio era de 27), onde ocorrem em 76 a 80 % dos casos, sendo responsaveis por cerca
de 67 a 73 % das trissomias; 3- Erros na meiose Il materna constituem de 20 a 24% dos
casos, e sdo responsaveis por 18 a 20 % de todos os casos de trissomia livre. 4- Nas raras
familias onde a origem era paterna, a freqii€ncia maior era na meiose II, e as idades
maternas e paternas se encontravam na média da idade reprodutiva das sociedades
ocidentais; 5- Em cerca de 5% das trissomias livres, 0 cromossomo extra orginou-se em
erro na mitose do individuo, ndo havendo correlagdo com a idade materna, pois a causa foi

identificada como sendo erro mitético de duplicagdo (Mosaico).

As origens das translocagdes do 21 t (14;21) estudadas, tinham origem nas
células germinais maternas (Petersen e col., 1991; Shafer e col. 1992). A meédia da idade
materna foi de 29,2 anos. Na translocagdo de novo t(21;21) (Grasso € col., 1989;
Antonarakis e col., 1990; Shafer e col., 1992), em muitos casos era um 1SOCTOMOSSOMO
(dup21q) resultante de uma Translocagdo Robertsoriana, causada por uma fusdo de duas
cromatides heterélogas, de origens tanto materna, quanto paterna, proporcionalmente. Nas
translocagdes Robertsonianas verdadeiras de novo t (21521), o cromossomo extra €ra de

origem materna.

Introducdo
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1.3. 0 MAPEAMENTO DO CROMOSSOMO 21

O tamanho do cromossomo 21 ¢ estimado em cerca de 50 Mb de DNA. A
analise de seu brago longo revelou a presenga de 225 genes, dos quais 127 correspondem a
genes conhecidos ¢ 98 a genes prognosticados, ¢, 59 pseudogenes , e seu tamanho estimado
em 38 Megabases. Foram também mapeadas e clonadas, 281 kilobases do brago curto, o
qual revelou diversas classes de seqiiéncias repetitivas e variaveis entre os individuos.(The

chromosome 21 mapping and sequencing Consortium,2000)
Ele representa cerca de 1 a 1,5% do genoma humano.

Desde a descoberta em 1959, que uma copia a mais deste Cromossomo causa a
Sindrome de Down (Lejeune, J. e col., 1959), ele foi intensamente estudado e, cerca de 20

loci relacionados a doengas foram mapeados no seu brago longo.

1.3.1. Regido Critica da Sindrome de Down (DSCR):

O mapeamento da regido do cromossomo que, se triplicada, resulta nas
caracteristicas fenotipicas da Sindrome de Down , foi facilitado pelo uso de amostras de
DNA de individuos que tinham trissomia parcial do 21 que as manifestavam ou nao.
(Rahmani e col.,1989; McCormick e col., 1989; Delabar e col., 1993; Korenberg, 1993)

Posteriormente, uma area de aproximadamente 5 Mb entre o loci D21S58 e
D21842, foi identificada e associada com retardamento mental ¢ a maior parte dos tragos
peculiares a SD. Em particular , uma sub-regido que inclui D21S55 e MX1 (interferon —
induced protein p 78), e posteriormente localizada na Banda 21q22.3, foi associada com
retardamento mental e varios tracos morfoldgicos, incluindo olhos obliquos, ponte nasal
chata, hipotonia, baixa altura, clinodactilia no quinto dedo, caracteristicas dermatologicas

entre outras. (Delabar e col., 1993).

Através da analise de 3 geragdes de uma familia Japonesa, contendo 4
individuos com SD. com trissomia parcial do 21, Korenberg e col (1990) e Ohira e col.
(1996) definiram uma regido de 1.6-Mb entre LA68 e ERG em 21g22 como a Regido

Introdugao
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Critica da Sindrome de Down (DSCR). Eles construiram um mapa cobrindo mais de 95%

dessa regido.

Sendo a SD a maior causa de retardamento mental e defeitos cardiacos
congénitos, descritos tanto em individuos com trissomia livre, quanto nos de trissomia
parcial, através da clonagem de um segmento da DSCR, com cerca de 3 Mb em torno da
D21S55 , na regido 21g22.1-q22.2, foi identificado o gene DSCR1 de aita expressdao no
cérebro e coragdo, e sugerido como candidato no envolvimento de patogéneses da SD , em

particular o retardamento mental e/ou defeitos cardiacos. (Fuentes e col. 1995)

O gene DSCR4 identificado por clonagem de cDNA consiste em trés €xons de
1095 bp e 118 residuos de aminoacidos e demonstrou ser predominantemente de expressao

na placenta. (Nakamura e col, 1997)

O gene DSCR?2 identificado entre o marcador de DNA D21855 e MX1, tem
expressio elevada n testis € na leucemia humana em células T da linhagem Jurkat. (Vidal-
Taboada e col., 1998)

O gene DSCR3, identificado na regido 21222, consiste em oito €xons de
3,252 bp no total e 297 residuos de aminoacidos. Apresentando homologia com Hbeta58,
um gene essencial na embriogénese de ratos € PEPR encontrado em Arabidopsis thariana,
sugere que esse gene tenha sido preservado no curso da evolugao. DSCR3 € expresso em

muitos tecidos, tais como, cérebro, coragao, figado, pulmao e rim. (Nakamura € col, 1997)

Entretanto ainda & dificil selecionar o grupo de genes responsavel por todas as

manifestagdes fenotipicas que caracterizam a SD.

Mutagdes em 14 genes do cromossomo 21 ja foram identificadas como
causadoras de doengas monogénicas, incluindo uma forma da doenga de Alzheimer (APP),
Esclerose Amiotrofica Lateral (SODL), Doenga Poliglandular Autoimune (AIRE),
Homocistintria (CBS) e Epilepsia Myoclonus Progressiva (CSTB), e, um /ocus para a

predisposi¢d@o a Leucemia (AML1).
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1.4. ESTUDOS SOBRE REACOES DE METILACOES

A Metilagdo da Citosina na posigdo do Carbono 5 dos dinucleotideos CpG.
ocorre em muitos eucariotas, sendo que em vertebrados ocorre entre 60-90 % dos CpGs
totais. Uma pequena parte deles em que ndo ocorre metilagdo (aproximadamente 15% de
todos CpGs do DNA humano), sdo encontradas nas denominadas ilhas de CpG, as quais

freqiientemente incluem promotores funcionais.

Hoje sabe se que a expressdo génica ¢ regulada por dois mecanismos globais: a
metilagio do DNA e a modificagdo da cromatina. Um grande corpo de evidéncias
acumulado em anos de estudos, sugere que a metilagio do DNA ¢é incompativel com a
atividade transcripcional (Ng, HH. & Bird, A., 1999). A metilagao diferenciada do DNA ¢
um determinante da estrutura da cromatina e o grupo metil origina um sinal quimico que ¢
reconhecido pelos fatores que regulam a transcrigdo. Um gene hipometilado pode ser
considerado como tendo maior potencial de expressdo do que um gene hipermetilado
(Goodman, J.I & Counts, J.L., 1993).

Acredita-se que todos os genes de um organismo sejam transcritos em alguma
fase do seu ciclo vital, e um mais restrito nimero de genes € necessario na embriogénese
para diferenciagdo originando células especializadas. A metilagdo seria essencial na
seletividade dos genes corretos a cada estagio de vida do individuo, inativando-os quando
necessario. A falha na repressdo de genes apropriadamente tem sido relacionada a muitas

doengas humanas, incluindo doengas neuroevolutivas e cancer.

A metilagdio do DNA se mostrou essencial na diferenciagdo celular,
determinando a viabilidade de células, em estudos realizados em ratos.(Robertson, K.D e
Wolfee, A. P., 2000)

Estudos recentes aprofundaram-se no mecanismo do silenciamento
transcripcional por uma proteina de ligagdo-metil CpG, a MeCP2, que mostrou interagir no
complexo co- repressor com a Sin3/histona deacetilase. Varios estudos mostraram que a
inibigdo das histonas deacetilases por inibidor especifico pode reativar genes endogenos ou
informacdes sintetizadas previamente, silenciados pela metilagdo do DNA. (NgHH. e
Bird, A, 1999).

Introdugdo
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O DNA hipometilado, segundo estudos clinicos ¢ experimentais, esta associado
4 instabilidade cromossomica e segregagdes anormais. Por exemplo, uma desordem

autossdémica rara, a Sindrome ICF (Imunodeficiéncia, instabilidade centromérica e
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ilagic pericentromérica (Ji, W.Z.;
Hemnandez, R.; Zhang, X.Y. e colaboradores, 1997) e segregagdo cromossomica
prejudicada (Jeanpierre, M. Turleau, C; Aurius, A e colaboradores, 1993). Pacientes com a
Sindrome ICF, apresentam uma colegdo de anomalias cromossomicas, principaimente nos
cromossomos 1 e 16 que vdo desde a descondensagdo da heterocromatina na regiao
pericentromérica; a presenga de cromossomos com até 12 bragos ¢ delegdes. (Tuck-Muller
e col., 2000). Recentemente, incluiram-se nesse foco, a Sindrome do X-Fragil e a Sindrome
de Rett que estariam ligadas a perda do controle epigenético durante o desenvolvimento
neuronal. (Robertson, K.D. & Wolffe, A. P, 2000).

Em culturas de células, animais e vegetais , com hipometilagdo provocada
quimicamente com S5-azacitidina, comprovou-se a indugo a instabilidade cromossomica e
Aneuploidias. Nessas culturas verificou-se que: as regides teloméricas dos cromossomos
durante a Anafase permanecem no equador celular enquanto que os centrOmeros migram
para os polos; 0s Cromossomos nao segregados sdo “puxados” para um dos polos; em
algumas células 0s Cromossomos nao segregados permanecem no equador celular,
enquanto a divisdo citoplasmatica prossegue (Harrison, J.J.; Anisowicz, A.; Gadi, 1.G;
Raffeld, M. e Sager, R., 1983; Leyton, C.; Mergundich, D.; de la Torre, C.; Sans, J., 1995).
Em células humanas submetidas a 5-Azacitidina, demonstrou-se a desmetilagdo e
descondensagdo da heterocromatina nos cromossomos 1, 9 € 16. Houve 80% de indug@o de
rearranjos no cromossomo 1, sendo que 90% deles na regido pericentromérica.
Cromossomos 1 com até 7 bragos ¢ delegdes foram as anomalias predominantes. Foram
observados também Isocromossomos 1 ¢ fuses na regido pericentromérica dos
cromossomos 1 ¢ 16 ou de 1 e 9.(Hernandez R. e col, 1997) Rearranjos na
heterocromatina pericentromérica dos cromossomos 1 e 16 oude 1 e 9. (Hemandez R. e
col., 1997). Rearranjos na heterocromatina pericentromérica dos cromossomos 1 e 16 sdo
freqlientemente encontrados em muitos tipos de cancer, incluindo Tumores de Wilms

(WT), sugerindo que contribuem para a progressao de tumores. (Qu, G.Z. e col., 1999).
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Diversos pesquisadores tém sugerido que a instabilidade cromossdmica €
aneuploidia observadas em tumores humanos, relacionam-se com a diversidade de
hipometilagdo do DNA gendmico (Lengauer, C. e col.,, 1997), uma vez que O
desbalanceamento provocado por rearranjos nos cromossomos, afeta a dosagem de genes

supressores de tumores com a possivel perda da heterozigose. (Qu, G.Z. e col., 1999)

1.5. A ENZIMA MTHFR

A vitamina 4cido folico executa fungdes importantes no Organismo,
participando na produg@o de moléculas de construcdo, desde proteinas até 0 DNA e RNA.

Estas funcdes sao assistidas por multiplas enzimas, uma delas a MTHEFR.

O 5-Metiltetrahidrofolato, ¢ a maior forma de folato encontrada no plasma ¢ €
gerado pela agdo de uma enzima, uma flavoproteina citosolica a Metilenetetrahidrofolato
Redutase (MTHFR) sendo que a vitamina essencial acido tolico € obtida exclusivamente

através da dieta.

O gene da MTHFR fo1 localizado no cromossomo 1: 1p36.3 (Goyette e col,
1994) (Figura III), e ¢ formado por 11 exons, sendo que o tamanho dos exons e dos introns

e os limites intronicos, s3o similares no homem e no rato. (Goyette, € col., 1998)

A MTHFR atua na regulagio das reagdes de metilago celulares, catalisando a
conversio do 5,10 metilenetetrahidrofolato para 5-metiltetrahidrofolato (Figura I'V), onde o
metil ¢ doado para a re-metilagdo da homocisteina para metionina. Esta reacdo ¢
importante para a sintese de 5-adenosilmetionina (SAM), o mais importante doador de

metil para 0 DNA, proteinas de construgéo e reagdes de metilagdes de lipidios.
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= Gene MTHFR

Figura III: Localizagdo do gene da MTHFR no cromossomo ( 1p36.3)
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Figura IV: Esquema Metaboélico da agéo da MTHFR
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Da atividade reduzida da MTHFR resulta o aumento da necessidade de
consumo do acido folico, para manter normais as re-metilagdes de homocisteina para
metionina. Na auséncia de acido folico suficiente, a homocisteina intracelular se acumulia e

a re-sintese de metionina é reduzida, comprometendo as principais reagdes de metilagdo.

Um aumento de homocisteina com redugdo de metionina, resulta na diminuigdo
da proporgéo entre a SAM e a S.-adenosilhomocisteina (SAH) , 0 que tem sido associado a
hipometilagdo do DNA. (Frosst,P: Blom € col., 1995)

Diversas doencas, principalmente neurologicas, cardiacas e vasculares, podendo
haver também homocistintiria e/ou homocistinemia, tem sido relacionadas a deficiéncia de
enzimas que atuam na metilagdo, principalmente a MTHFR. Em alguns casos, alguns dos
sintomas diminuiam com a administrago de piridoxina e acido folico (Freeman e col.,
1972: Shih e col., 1972). Em outros casos porém, 0 comprometimento do sistema vascular
levava precocemente & morte por trombose. (Narisawa e col., 1977). Ja se sugeria na €poca,

tratar-se de doenga al€lica.

Uma outra forma de deficiéncia de MTHFR, ¢ caracterizada pela presenca de
uma forma termolabil da enzima, inativada sob certas condigdes de calor, de heranca
autossdmica recessiva, sem anormalidades neurologicas, porém associada a doengas
vasculares (Kang e col., 1991). Em pacientes com hiperhomocistinemia branda ou
normohomocistinemia, foi observado que cerca de 28% deles podes apresentar doenga

vascular prematura com metabolismo anormal de homocisteina (Engbersen e col., 1995).

Foi identificada no gene da MTHFR, a substituicdo de C por T no nucleotideo
677 que converte uma alanina para um residuo de valina, como sendo responsavel pela
produgdo da forma termolabil da MTHFR (Frosst e col., 1995) ), diminuindo a atividade
especifica enzimatica em cerca de 35% nos genotipos C/T e cerca de 70% nos gendtipos
T/T. Essa mutacdo foi associada ao risco de nascimento de criangas dom Defeito de Tubo
Neural (NTD) (Van der Put e col., 1997) ¢ frequéncia elevada dessa mutagéo foi encontrada

em um grupo de adultos com doenga arterial coronaria no Japao. (Morita e col., 1997)
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Estudos com pacientes com infarto do miocardio entretanto ndo demonstraram
diferenca entre a distribui¢do do genétipo da MTHFR ou a frequéncia dos alelos entre

pacientes e grupo controle (Adams e col., 1996)

Um estudo australiano também ndo confirmou relagado entre essa mutagdo €

doengas coronarias ( Van Bockxmeer e col., 1997)

A segunda mutagdo mais fregiiente no gene da MTHFR , a 1298 (A—C), altera
o glutamato no residuo da alanina, resultando numa diminuigio da atividade da MTHFR,
para cerca de 50-60%, mais pronunciadamente em  individuos homozigotos, ou

heterozigotos para ambas as mutagoes.

Através de RT-PCR do RNA de pacientes deficientes de MTHFR, seguida de
analise por SSCP, foram identificadas 3 substitui¢des no gene da MTHFR: 2 mutagdes
missense e uma mutagdo nonsense, todas relacionadas a distarbios neurolégicos, precoces
ou tardios (Goyette, e col., 1994). Foram ainda descritas, 7 mutagdes adicionais (Goyette €
col., 1995). Posteriormente, 5 novas mutagdes foram identificadas como causando

deficiéncias graves da MTHFR. (Goyette e col., 1996).

1.6. AS MUTACOES MAIS FREQUENTES NA MTHFR

As mutacdes no gene da MTHFR implicam em deficiéncia de folato. As
mutagdes 677 ( C—»T ) e a 1298 ( A—C ), de heranga autossomica recessiva, tem sua
expressio associada ao aumento do numero de nascimentos de criangas com defeito de tubo
neural (espinha bifida) e maior incidéncia da cancer colo-retal. Quando associada a outra
mutagdo, a do fator V de Leiden, que ocorre no nucleotideo 1691 (G—A),de heranca
autossomica dominante, onde uma Arginina é substituida por Glutamina, torna gestantes
susceptiveis a Pre eclampsia, uma complicagao que contribui para aumento de Obitos
materno-fetais, devido a Hipertensdo Arterial. A mutacao do fator V de Leiden ¢ também

responsavel pela trombofilia e trombose familial.
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A mutagio 677(C—T), causa a substituicao de uma alanina por valina na
proteina MTHFR. Quanto a atividade especifica da enzima, comparando-se 0s genotipos
mutantes com o gendtipo normal (C/C ), temos que ocorre reducdo da especificidade de

35% no gendtipo C/T) e de 70% no gendtipo T/T).

Quanto 4 outra mutagao mais frequiente no gene da MTHFR, a 1298(A—C),
que aitera o glutamato no residuo da alanina, estudada em 1998 por van der Put e
colaboradores, ha indicios de que represente um fator de risco adicional, pois essa mutagao
diminui a atividade da MTHFR, que ndo se acompanha de um aumento plasmatico de

homocisteina nem de uma diminui¢io da concentragdo plasmatica de folato.

Com a atividade reduzida da enzima MTHFR do gene mutado, aumenta a
necessidade de acido folico para a manutengdo dos niveis normais de remetilagdo de
homocisteina para metionina. Na ocorréncia de insuficiéncia do acido foélico, ocorre um
acimulo de homocisteina intracelular, havendo redugdo da re-sintese de metionina ¢ as

reacdes essenciais de metilagdo ficam comprometidas.

Um aumento na homocisteina e diminui¢do de metionina, resulta na
desproporgéo de SAM em relagdo a s-adenosilhomocisteina (SAH), a qual esta associada a
hipometilagdo do DNA implicando em riscos de ndo-disjungdo de cromossomos (Wainfan
E.e col. 1992, Balaghi, M. e col. 1993, De Cabo ¢ col. 1994), sugerindo que maes com
deficiéncia em MTHFR e com insuficiéncia em écido folico estariam predispostas a ter
nio-disjun¢do na Meiose, originando 00citos COm CromMOSSOMos em duplicata. Tais odcitos
quando fecundados levam a trissomia do cromossomo 21, caracterizando a Sindrome de
Down. (James, SJ e col., 1999).
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OBJETIVOS



Ha evidéncias de que a falha na disjuncdio do cromossomo 21 na meiose
materna na concepeao, possa ocorrer devido a fendmenos de hipometilagio, que poderiam
ser devido ao metabolismo anormal do folato, decorrente das mutagdes 677 (C-T) e
1298(A—C) do gene da METILENETETRAHIDROFOLATO REDUTASE, localizado no

cromossomo 1. Isso pode representar fator de risco a nao disjungao.

O objetivo deste estudo foi de avaiiar a presenca dessas mutagoes em maes que
tiveram fiihos com Sindrome de Down, verificando se ha um acumulo de mutantes entre

eias, em comparagao com a popuia¢io normai.

UNICAMP
Lt BIBLIOTECA CENTRAL
SBECAO CIRCULANTF



CASUISTICA



O presente estudo teve risco minimo para os individuos que dele participaram,
uma vez que para a analise foi necessaria somente uma pungio venosa de san gue periférico.
(Anexo I, Aprovagao do CEP ¢ CONEP )

Nossa amostra constitui-se de 36 maies de pacientes com SD, e 11 irmios.

Foram classificadas como sendo caucasoides 77,8 % , e negroides 22,2 %.

A 1dade das maes variam de 16 a 42, com uma meédia de 28,47, desvio padrao
de 5,83.

A amostra controle constitui-se de 200 individuos negroides e caucasoides

colhidos aleatoriamente na populagdo, sendo 67 homens e 133 mulheres.
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METODOLOGIA



As amostras de 10 ml de sangue foram submetidas a extragdo de DNA. O
meétodo de analise foi a Reagdo em Cadeia da Polimerase seguida de digestdo enzimatica

especifica.

Extracao de DNA de leucécitos do sangue periférico

A extragdo de DNA foi procedida conforme o0 método descrito por Woodhead e

col. (1986), com algumas modificagdes.

O sangue periférico foi coletado num tubo vacutainer com cerca de 5,0 ml de
sangue, contendo, cada um deles, 54 ul de EDTA 15% para impedir a coagulagio
sangiiinea. Apos a coleta, a amostra foi centrifugada por 10 minutos a 2000 rpm a
temperatura ambiente para a separagio do plasma. Em seguida, ao sedimento, foram
adicionados 5 ml de tampio de lise I (Tris-HCI 10 mM pH8,9, KCI 10 mM, MgCI2 10
mM, EDTA 2 mM) e 125 pl de Triton X-100. O sedimento contendo as células nucleadas
foi obtido por centrifugagéo a 2000 rpm a 4 °C por 10 minutos.

O “pellet” formado devido ao processo de centrifugagdo foi ressuspenso com o
auxilio de uma pipeta Pasteur em 5,0 ml do mesmo tampao (tampdo de lise I), e nova
centrifugagdo efetuada, seguindo as mesmas condi¢des descritas acima. Este processo foi
realizado continuamente até a obtengdo de um “pellet” sem impurezas (esbranquigado).
Este foi ressuspenso em 800 ul de tampdo de lise I (Tris-HCI 10 mM pH 8.0, MgCI2 10
mM NaCl 0.4 M, EDTA 2 mM e 25 ul de SDS 20%), incubado a 55 °C por 10 minutos.

Apos esta incubacdo foram adicionados 300 ul de NaCl SM seguindo-se duas
extragbes com 0,5 volume de uma mistura cloroférmio/alcool isoamilico (24:1 v/v),

centrifugando-se sempre a 12000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente.

A seguir, foram realizadas mais duas lavagens com mistura cloroférmio/alcool
isoamilico (24:1). O DNA precipitou-se pela adi¢do de 1 volume de acetato de sodio 3M
PH 5.5 e 2 volumes de etanol absoluto gelado, mantendo-se em freezer, a -20 °C, por uma

hora. Apés este periodo, a solucdo foi centrifugada a 12.000 rpm por 5 minutos a
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temperatura ambiente. O sedimento foi lavado com 1 ml de etanol 70%. Ap0s a retirada do
etanol 70%, o “pellet” de DNA é deixado a temperatura ambiente para secagem. Uma vez
seco, 0 DNA foi ressuspenso em agua Milli Q estéril, para uma concentragdo final de
aproximadamente 100 ng/ul com o auxilio de espectofotometro. Este DNA, foi colocado
em banho-maria a 37°C “overnight” para que dissolvesse por completo. A seguir, 0 DNA
dissolvido foi analisado em gel de agarose 0,8% contendo brometo de etidio, em tampdo

Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X para subsequente visualizagdo sob luz ultravioleta.
Reacido em Cadeia da Polimerase (PCR)

A amplificago do fragmento do gene da MTHFR baseia-se na técnica da PCR
(Saiki e col., 1989).

Para a mutagiio 677 (C—T):

Os primers especificos sense ( 5’- TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA- 5)
e antisense ( 5’- AGGACGGTGCGGTGAGAGTG — 3”), promovem a amplificacdo de um
fragmento de 198 bp.A reacdo, realizada numa mistura de 54 mM Tnis-HCI, 5.4 mM
MgCI2, 13,3 mM (NH4)2S04, 0.8 mM de cada nucleosideo trifosfato, 400 ng de cada
primer, DNA genomico e 2 U de Taq Polimerase, envolvendo 30 ciclos de incubacdo a 94 °©
C ( 1 minuto). 55 °C (1 minuto) e 72 °C (2 minutos).Utilizando-se 15 ul do produto da
PCR, numa reagio de digestdo com 0,5 U de Hinf I, seguida da eletroforese, num gel de
poliacrilamida a 7%, corado com brometo de etidio, onde o gene com mutagio é clivado

em 2 fragmentos ( 175 ¢ 23 bp) e o alelo normal permanece com 198 bp.
Para a mutacio 1298 (A—>C):

For utilizado o método descrito por Van Der Put e col. (1998). Essa mutacio

abole um sitio de restri¢io da Mboll.

Os Primers utilizados foram: sense (5’CTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTA
37) eanti-sense ( 5 CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG 3.
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A reacdo foi realizada utilizando-se 200 zM dNTP, 10 mM Tris-HCI, 50mM KCl,
3,0 mM MgCI2 e uma Unidade de Taq Polimerase, numa denaturagéo inicial a 92°C (2
minutos), seguida de 35 ciclos de 92°C (60 Seg.), 51°C (60 Seg.) e 72°C (30 Seg.), sendo a
extensdo final feita a 72°C (7 minutos). O fragmento amplificado de 163 pb ¢ digerido pela
enzima Mboll, numa reagio de 15ul de amplificado, para 0, 5 U da enzima, com
incubagéo a 37° C por seis horas. Em seguida a analise ¢ feita num gel de poliacrilamida a

12%. O alelo normal € clivado em cinco fragmentos:56, 31, 30, 28 e 18, enquanto que o

alelo mutante, apresenta quatro fragmentos: 84, 31, 30 e 18.
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RESULTADOS



Os dados referentes a cor , idade atual, idade ao nascimento com criangas com
Sindrome de Down, gendtipo da MTHFR e a informagio referente a ingestdo de acido

félico e outros medicamentos durante a gestacdo encontram-se sumarizados na Tabela I

Tabela I: Resultados da analise de 36 mées de portadores de Sindrome de Down.

. - Tomou

N° Cor Idade Idade s Genotipo Tomou dc. F.ohco outros medica
nasc. SD na gestacio
mentos
01 Br 37 26 677/1298 Nao
02 Br 49 32 677 /677 ET)
03 Br 37 2 677/677 Nio
04 Br 46 26 N/N Nio
05 Br 45 33 677 /1298
06 N 45 29 677 /1298 Nao
07 M 49 33 N/N Nio
08 Br 39 37 677 / 1298 Nao
09 Br 30 26 677/1298
10 Br 29 27 N/N N30
11 Br 44 42 N /1298 Nao
12 M 46 35 677 /1298 Nio
13 Br 34 32 677/ 1298 Nio
14 Br. 61 32 N/N Nio
15 Br 37 2 677 /N
16 Br 47 2 N /1298
17 Br 2 18 677 /N Nio
18 Br 48 23 N/ 1298 Nao
19 M 47 34 677 /1298 Nio
20 Br 34 31 677 /1298 Vitaminas
21 Br 57 35 677/ 1298 Nao
22 Br 57 34 677 / 1298 Nio
23 Br 59 35 677/ 1298 Nio
24 23 16 N/ 1298 Nao
25 N 57 28 N /1298 Nao
26 Br 61 33 677 /1298 Nio
27 Br 35 2 N/1298 Nio
28 Br 60 30 677 /1298 Nio
29 Br 61 25 1298 / 1298 Nio
30 Br 21 20 N/ 1298 Nio
31 Br 36 21 677 /677 (anti-abortivo)
32 N 27 24 677/ 1298 Nio
33 Br 33 23 677/N
34 Br 28 24 677/ N Nio
35 N 38 34 677 /1298 Nio
36 Br 28 24 677 /1298 Nio
Resultados
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198 bp
175 bp

Figura V: Gel de poliacrilamida a 7% demonstransdo a digestdo do DNA amplificado para a
pesquisa da mutagio 677 (C—T). Em M= marcador de Peso molecular (leader
100bp); 1-controle ndo digerido;2-presenca de dois alelos para essa mutagao;

3,8 e 9=mutagio ausente; 4 a 7 € 10 a 12= presenca de um alelo para essa mutagao.
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Figura VI: Gel de poliacrilamida a 12% demonstrando a digestdo do DNA amplificado
para a pesquisa da mutagdo 1298 (A—C). Em M= marcador de Peso
molecular (leader 50 bp); 1-controle ndo digerido;3-presenga de dois alelos

para essa muta¢do; 5=muta¢do ausente; 2 e 4= presenca de um alelo para essa

mutac¢do
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Separamos as mdes levando-se em conta a idade materna no nascimento de
criangas com SD, encontramos um ¥°s, de 9.63 com uma probabilidade de:
0.05<P<0,10.(Tabela II).

Tabela II: Comparagdo Genotipica entre mées com idade Superior a 30 anos e Inferior a

30 anos.
Mutacoes
Idade 67 7/1298 677/677 1298/1298 N/677 N /1298 N/N
Maes < 30 anos 06 02 01 04 06 02
Maes > 30 anos 11 01 - - 01 02

sz =963, 0.05<P>0,10

Em compara¢do com a amostra controle obtivemos as seguintes distribuigdes

observadas na tabela II1.

Tabela III: Comparagio da distribui¢@o dos genotipos entre as maes analisadas e a amostra

controle.
genotipo amostra maies de X2 P
controle portadores de SD
677/1298 33 16,5 % 17 20,39 P<0,01
677/677 11 5,5% 03 0,5254 0,30<P< 0,50
1298/1298 15 7,5% 01 1,070 0,20<P< 0,30
677/N 62 31% 04 4,5936 0.02<P< 0,05
1298/N 39 19,5% 07 0,000056 P>0,99
N/N 40 20% 04 1,4222 0,20<P< 0,30

Total 200 36
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DISCUSSAO



O desenvolvimento de técnicas da Biologia Molecular na tltima década, aliada

as do estudo Citogenético, permitiram um amplo conhecimento de doencgas genéticas.

As manifestagdes fenotipicas que caracterizam a Sindrome de Down ainda
nao foram todas elucidadas, mas, ja se sabe muito sobre a DSCR (Regido Critica da
Sindrome de Down), isto €, regido do cromossomo 21, que devido & copia extra deste
cromossomo, seria responsavel pelas manifestacdes mais severas. Em cerca de 95% dos
casos de trissomia livre, a causa € a ndo-disjungdo cromossdomica na meiose materna. No
entanto os fatores que levariam a nao disjungéo ndo sao conhecidos. O unico fator até agora
incontestavel ¢ a idade materna. De fato, entre mdes com menos de 30 anos, o risco de
gerar uma crianga com SD € menor do que 1/1.000 , ja entre mulheres com 35 anos o risco
sobe para 1/400 e indo até 1/50 ou mais apos os 45 anos. A maioria das outras sindromes,
incluindo aquelas nas quais o feto ndo sobrevive a termo, a prevaléncia também aumenta a
medida que a idade materna aumenta. Este risco ¢ uma das indicagdes primarias para
diagnostico pré-natal entre mulheres com mais de 35 anos.

Varias hipoteses foram desenvolvidas para explicar este aumento, incluindo
a idéia de que mulheres com mais idade s3o menos sujeitas a abortos de trissdmicos. Os
estudos diretos da frequéncia de anomalias cromossdmicas nos espermatozoides e évulos
mostraram um aumento de ndo-disjungdo entre maes mais velhas. Todos os ovocitos de
uma mulher sdo formados durante o periodo embrionario, parados em profase I até serem
liberados durante a ovulagdo. Assim, um ovécito produzido por uma mulher de 45 anos
tem- o proprio ovocito- cerca de 45 anos. Este periodo longo de parada da divisdo celular
no final da préfase I pode prejudicar a disjungdo normal. No entanto, ndo foi esclarecida a

natureza exata desse mecanismo.
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Muitos fatores foram examinados para verificar se afetariam a frequéncia de
nao-disjungdo em mulheres, como: niveis hormonais, fumo, doengas auto-imunes
tireoidianas, consumo de alcool e radiagdo. Em animais experimentais verificou-se que
doses altas de radiagdo levavam a um aumento de n3o disjuncdo cromossomica.
Entretanto, nenhum deles mostrou correlagdo consistente com nao-disjuncdo em seres
humanos, e a idade materna continua sendo o incontestavel fator conhecido.

Estudos com 5 azacitidina, um agente que inativa irreversivelmente a DNA
citosina-5-metiltranferase, mostraram instabilidade cromossémica e aneuploidias, o que
indica que a hipometilagdo poderia ser um fator importante na ndo disjungio (Hernandez e
col., 1997).

Estudos recentes mostraram que a estabilidade da regido centromérica pode
depender da heranga de um padrédo especifico de metilagdo centromérica onde se ligariam
proteinas sensiveis a metilagdo. Essa estrutura € que manteria a arquitetura necessaria para
a formagdo do cinetocoro (Karpen e col., 1997). Sendo assim, em 1999, James e col.,
langou a hipétese de que a atividade reduzida da MTHFR promoveria a hipometilagdo por
decréscimo do SAM, o substrato da DNA citosina 5 metiltransferase, ou por aumento da
SAH, um inibidor por competicdo da DNA citosina S5 metiltransferase, ou por ambos
mecanismos. Em seu estudo, James encontrou um numero estatisticamente significativo
maior de mulheres heterozigotas para a mutagdo 677 entre maes de criangas com SD, ja a
quantidade de maes homozigotas 677 nao diferiu da populagdo normal. Esse achado foi
diferente do encontrado em pais de criangas com defeito de fechamento de tubo neural,
onde prevaleceu o homozigoto 677 (Van der Put e col,, 1995). Uma possivel explicagdo
dada por James para esse fato foi a de que a viabilidade fetal poderia ser menor em maes

homozigotas e que poderia variar com o genotipo do feto com SD. James refere em seu
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estudo que reavaliagdes de maes de criangas com defeito de fechamento de tubo neural,
mas heterozigotas 677, ou naquelas em que essa mutagdo ndo foi encontrada, observou-se
um aumento de homocisteina plasmatica, sugerindo que uma segunda mutagio pudesse
estar envolvida.

Em nosso estudo verificamos um acumulo de mdes heterozigotas compostas
para as mutagdes 677/1298. Considerando-se que a atividade enzimatica do heterozigoto
composto € de cerca de 50-60%, teriamos um acimulo de 5,10 MetilenoTHF, com
prejuizo da re-metilagdo da homocisteina que viabiliza a sintese do 5-adenosilmetionina
(SAM), o principal doador de grupos metil, implicando em hipometilagio do DNA e
levando a aumento plasmatico de homocisteina. Assim, nossos dados vem de encontro com
as observagdes de James e adicionam a informagio que a segunda mutacio envolvida seria
a 1298 (A—C). Sendo portanto, o genotipo 677/1298 um fator de risco para a SD.

Um fator importante a ser lembrado € que a deficiéncia da MTHFR nio seria
o unico fator envolvido no nascimento de criangas com Sindrome de Down, sendo com a
prevaléncia dessas mutagdes na populagdo geral, esperariamos encontrar um niamero muito
maior de criangas com SD e mesmo naquelas mes com gendtipo 677/1298 encontrariamos
varios filhos com SD. Com isso, acreditamos que o fenétipo SD seja multifatorial com
muitas variaveis envolvidas.

No caso da MTHFR, ainda temos que considerar a ingestdo de acido folico.
Se a portadora da deficiéncia tiver uma alta ingestao de alimentos ricos em acido folico, ou
mesmo fizer uma ingestdo de acido folico via oral, teriamos um aceleramento da via

metabolica e consequentemente teriamos uma maior disponibilidade de SAM e com isso a
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metilagdo do DNA néo estaria comprometida. Desse modo, a baixa ingesta de acido félico
seria um segundo fator de risco associada a presenga das mutagdes

Sendo assim, programas que propdem a adigdo de acido folico a determinados
alimentos, bem como a conduta médica de indicar as mulheres a ingestio de acido folico
antes da fertilizagao e durante a gestagdo, a fim de diminuir os riscos de nascimentos de
criangas com defeitos de fechamento de tubo neural, estariam também diminuindo a

incidéncia da SD.
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CONCLUSAO



O presente estudo constatou que:

- Ha um acimulo de heterozigotas compostas (677/1298) entre as maes de
portadores de SD.

- Em nossa amostra ndo foi possivel verificar se ha correlagio com a idade

materna no nascimento da crianga com SD.

A deficiéncia da MTHFR parece ser um dos fatores de risco para o nascimento

de crianga com Sindrome de Down.

Conclusdo
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SUMMARY



The Syndrome of Down, or Trissomia the 21 it is an aberration numeric
cromossomica, being the more frequent genetic cause of moderate mental retardation. In
95% of the cases of Syndrome of Down it happens a process of no-disjun¢do in the

maternal meiose.

Recent studies associate the phenomenon of no-disjungdo to the hipometilagao of
the DNA. MTHFR acts in the metabolism of the acid folico and she has as intermediary
product the formation of SAM that is the donor of groups methyl for the DNA. Thus, the
faulty individuals in MTHFR should have a smaller readiness of grupamentos methyl and

they would be like this subject to mistakes in the cellular division.

In our study we analyzed the two more frequent mutations in the gene of MTHFR in
36 mothers of carriers of Syndrome of Down and in 200 individuals control. The results
demostraram an accumulation of mothers heterozigotas composed for the two mutations,
phenotype that it causes an important enzymatic reduction, suggesting that the deficiency of

MTHEFR should be a factor of important risk for to Syndrome of Down.

Keywords: Down Syndrome, meiosis, abnormal segregation chromosomal,
MTHFR.
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ANEXOS



Foi utilizado Termo de Consentimento assinado pelos participantes, com
preenchimento de formulirio com perguntas pertinentes

a pesquisa. (4 fls.)
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LA
p’ Universidade Estadual de Campinas
}" Departamento de Genética Médica

\l/

UNICAMP

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA

Titulo do projeto: DEFICIENCIA DE MTHFR EM MAES DE PORTADORES DE
SINDROME DE DOWN

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidada a participar em um projeto de pesquisa

envoivendo familiares de individuos com Sindrome de Down. O objetivo geral do estudo €
o de procurar deficientes para essa enzima , a MTHFR, que pode estar contribuindo para o
nascimento de criangas com Sindrome de Down. O sigilo sera mantido em todo 0 estudo
através da utilizagdo de um numero de codigo para a identificacdo dos individuos

participantes.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, 0s pesquisadores
participantes fardo perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e familiais. Uma
amostra de sangue venoso sera colhida (10 mi, o equivalente a quatro colheres de sopa).

Hospitalizagdo ndo sera necessaria.
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RISCO E DESCONFORTO:

Uma coleta de 10 ml de sangue venoso serd efetuada. Os riscos associados a
esse procedimento sdo minimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no
local da coleta do sangue. O desconforto sera minimo pois se trata de uma coleta de sangue
geralmente da veia do brago que sera realizado por profissional treinado e devidamente

habilitado para realizar esse procedimento.

VANTAGENS:

Eu entendo que ndo obterei nenhuma vantagem direta com a minha participag¢ao
nesse estudo, a ndo ser o aconselhamento genético para esta deficiéncia. Fui informado que
se for detectada alguma alterago génica, serei imediatamente comunicado, sendo que todas
as conseqiiéncias serdo devidamente explicadas € meus parentes proximos, se assim
desejarem, poderdo realizar o exame. Em todos os individuos que forem detectadas
alteragdes génicas, sera oferecida toda a orientacio genética. Qualquer davida ou

informagdo poderei contatar a UNICAMP no tel. (019) 788-8909 (Profa.Dra.Carmen)

SIGILO:

Eu entendo que toda informag¢do medica, assim como 0s resultados dos testes
genéticos decorrentes desse projeto de pesquisa, Serao submetidos aos regulamentos do
HC-UNICAMRP referentes ao sigilo da informagio médica. Se os resultados ou informagdes

fornecidas forem utilizados para fins de publicagdo cientifica, nenhum nome sera utilizado.
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FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:

Em caso de recurso, davidas ou reclamagdes contatar a secretaria do Comité de
Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas-UNICAMP, tel. (019) 788-7232.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a minha participagao € voluntiria € que eu posso me recusar a
participar ou retirar meu consentimento ¢ interromper a minha participagdo no estudo a
qualquer momento (incluindo a retirada da amostra de sangue) sem comprometer 0s

cuidados médicos que recebo atualmente ou receberei no futuro no HC-UNICAMP.

Eu confirmo que o (a) Dr. (a)

explicou-me o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e os riscos,
desconforto advindas desse projeto de pesquisa. Eu li e/ou me foi explicado, assim como
compreendi esse formulario de consentimento € estou de pleno acordo em participar desse

estudo.

Nome e Rg participante

Assinatura do participante Data
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RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a

o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos € 0s possiveis r1scos que poderdo advir
do estudo. usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma

copia desse formulario de consentimento a0 participante ou responsavel.

Nome e RG do pesquisador

Assinatura do pesquisador Data

Anexos

66



DEFICIENCIA DE MTHFR EM MAES DE PORTADORES DE SINDROME DE DOWN

IDENTIFICACAO --

Data...../....../......

UNICAMP
T BIBLIOTECA CENTRAL
SECAO CIRCULANTF



ANTECEDENTES (MAE) DURANTE A GESTACAO

Enfermidades cronicas: Asma Bronquica [ Diabete Mellitus [ Tuberculose [ Insuficiéncia

cardiaca [ Insuficiéncia renal [ Sifilis T Toxoplasmose! Epilepsia [

Reumatismo [ OQutrasC] Especificar:.........occooiiiiii desde: ....... L e
Ingere medicamentos durante a gestagdo? ndo L sim [ Qual(is) e
(L1701 1s o (ATBRR———————— SRR

Usou acido folico ndo [ sim  durante quanto tempo?......................

Fatores fisicos: Exposi¢do frequente a radiagdes ionizantes: nao J sim [
Teve pneumonias? Nao [ Sim[ 015151130 o I R——

Problemas intestinais: Prisdo de ventre(] Disenterial’ Qutros’]

ANTECEDENTES RELACIONADOS A FAMILIA

Epilepsia (convulsoes ou disntmia cerebral) nao 0 sim Do
Retardo mental na familia: N80 0 SIm Daoiiii s
Abortos na familia: NEO T STM Tl....iveeeeeieeeiciee e

Malformagdes na familia: D30 0 SIM Tl

Antepassados: Europeus latinos [ Europeus nao latinos ! Judeus [ Indios [ Arabes U

Negros 0 Orientais [ OUTOS T ......cvuueuuurummmimsssmsssmsssessssssssss s s
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Pais de nasc. dos avos do marido: avo paterno..............c..c...... avo paterna.......................

avo materno.........ccccceeeennn avomaterna......................
Pais de nasc. dos avds da esposa: avo paterno......................... BV PAERIR. . .coissiamomssmnsn
avo materno. ........ccccceeeeennn. avomaterna.....................

Consangiiinidade entre marido e esposa: ndo [} sim JQual?.........................
Consangiiinidade entre os pais do marido: ndo ) sim [ qual?. ...

Fez tratamento para esterilidade: ndo (] sim [

ARVORE GENEALOGICA

Pai. Mae: Pai: Mae:
Marido: esposa
idade: 1dade:
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