KELLY SANTOS

Este exemplar corresponde a versio final da
Dissertagdo de Mestrado apresentada ao Curso
de P6s-Graduacio Ciéncias Médicas da Facul-
dade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, para
obtengdo do titulo de Mestre em Ciéncias Médi-
cas, area Ciéncias Biomédicas da aluna Kelly
Santos.

Campinas, 19 de julho de 2002
Profa. Dra. Carmen Silvia Bertuzzo
Orientadora hpy VSN
T
"FREQUENCIA DAS MUTACOES C677T E A1298C NO GENE
DA MTHFR EM PORTADORAS DE SINDROME DE

TURNER"

CAMPINAS

2002

i

URICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL



KELLY SANTOS

"FREQUENCIA DAS MUTACOES C677T E A1298C NO GENE
DA MTHFR EM PORTADORAS DE SINDROME DE
TURNER"

Disserta¢do de Mestrado apresentada a Pés-Graduagdo da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas para a obtengdo do titulo de Mestre em Ciéncias

Médicas, drea de Ciéncias Biomédicas.

ORIENTADOR: Profa. Dra. CARMEM SILVIA BERTUZZO

CAMPINAS

2002

. o NIC P AL



uniape _(RP,
N® CHAMADAT/ YN) CAMP
sa 55[2

v EX

ToMBS B0 DAL P2
PROC /0 -8§3F/0.2
o DX

DAtA 24 [46/0 2

Ne CPD

CMOO175724-3

BIB 1D 2S5 Y72

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

UNICAMP

Sa59f

Santos, Kelly
Freqiiéncia das mutagdes C677T e a 1298C no gene da MTHFR em

portadoras de sindrome de turner / Kelly Santos. Campinas, SP :
[s.n.], 2002.

Orientador : Carmem Silvia Bertuzzo
Dissertacdo ( Mestrado) Universidade Estadual de Campinas.

Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Acido Félico. 2. Vitamina B12. 1. Carmem Silvia Bertuzzo.
I1. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias
Médicas. III. Titulo.




Banca examinadora da Dissertacio de Mestrado

Orientador: Profa. Dra. Carmen Silvia Bertuzzo

Membros:

1. Profa. Dra. Marilda de Souza Gong¢alves

2. Prof. Dr. Walter Pinto Junior

3. Profa. Dra. Carmen Silvia Bertuzzo

Curso de pos-graduagdo em Ciéncias Médicas, Area de Concentragdo em Ciéncias
Biomédicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de

Campinas.

Data: 19/07/2002

i



"Dedico este trabalho ao meu namorado Almir S. Zanca

com muito amor, pela pessoa linda, amiga, pela

cumplicidade que temos,
principalmente durante esta dura jornada de aprendizado

por estar ao meu lado,

cientifico, sempre me fazendo acreditar que vale a pena."”

v



A minha mde (Rose) e a minha tia Sonia pelo apoio, amor,
amizade, dedicacdo, incentivo, exemplo de vida, por
acreditarem e apoiarem cada etapa da minha vida e sempre

estarem do meu lado apesar das dificuldades.

Enfim, por apoiarem tudo que me proponho a fazer e nunca

permitirem que eu desistisse de um sonho. Amo voces...



AGRADECIMENTOS

Especialmente a orientadora e amiga Profa. Dra. Carmen Silvia Bertuzzo, por
ter acreditado em mim, por ter dado-me a oportunidade de ingressar no mestrado sob sua
orientacdo. Pelo carinho e por tudo que fez e tem feito para ajudar no meu crescimento

profissional.

Ao Prof. Dr. Walter Pinto, pela idéia da elaborag@o deste projeto, pelo apoio e

ensinamentos recebidos.

A Dra. Marilda de Souza Gongalves, por aceitar em participar da banca

examinadora.

A Dra. Monica Barbosa Melo, pelas proveitosas sugestdes na pré-banca deste
trabalho.

Ao Prof. Dr. Fernando Coelho, por ter sido sempre tdo atencioso e apoiado este

projeto com seus ensinamentos em bioquimica.

A Doutora Andréa Trevas Maciel Guerra, Dra. Sofia Helena Marini , Dra.
Maria Tereza Baptista, por apoiarem o projeto permitindo que eu acompanhasse o0

ambulatorio, onde consegui coletar minha amostra.

Aos pais que consentiram que suas filhas participassem e mesmo as pacientes
por concordarem em participar e apoiarem este projeto, pois sem elas este trabalho nio

poderia ter sido concluido.

Ao CNPq pelo apoio a pesquisa, com auxilio de bolsa de mestrado, sem ela eu

ndo poderia permanecer aqui para desenvolver este projeto.

Ao amigo José Andrés Yunes, pela amizade, pelo incentivo e oportunidade de

estar aqui, sem tua ajuda provavelmente eu ndo teria vindo para Campinas.

vi



Aos amigos da republica Charolais, pelos dois anos de experiéncia vivida, pela
base para iniciar minha nova jornada. Em especial ao Fabio Papes pelos incansaveis gestos

carinhosos que demonstrou.

Aos amigos do CBMEG que tanto me ajudaram e tornaram agradavel a minha
permanéncia por dois longos anos no projeto genoma. Almir, Adilson Leite, André,
Marcinho, Danizinha, Dudu, Tiaguinho, Danilo, Adrianinha, Rodrigo (Indaia), Dani Beck,
Mano, Celso, Karen. Especialmente, 4 Adriana Capella e a Lyza Maron que fizeram parte

de um periodo critico e sempre tiveram uma palavra amiga para me confortar.

Ao meu amigo Fabio Tebaldi de Silveira Nogueira, pela amizade e por
gentilmente ter lido a tese e sugerindo alteragdes muito coerentes para a finalizagdo da

mesma.

Aos colegas de Laboratorio, em especial a Daniela Facchin pela amizade, por
me ensinar a "Conversar" com o Power Point, pelos nossos papos e cafezinhos, ¢ também
por passar tanta alegria com sua presenca; a Elisangela e a Isabel, as gémeas mais
gracinhas, companheiras de almogos € papos muito interessantes; Geiza que fez parte de
um periodo de transigdes, pela amizade, pelos capuccinos e papos alegres e muito variados;
a Rejane pelos papos e por sermos muito parecidas no modo de vermos as coisas; Marilza
pela pessoa gracinha, amiga e paciéncia que demonstra a todos nds; a0 meu amigo
"eucaracha" David pelas nossas conversas € sempre ser muito companheiro. Enfim Fabio.,
Rodrigo, Erika, Luciana, Francisca e demais colegas pela convivéncia dia-a-dia no

laboratdrio.

A minha mie, tia Sonia, Luis, V6 (Osny), Maria Alessandra, Franciele,
Adilson, meus adorados familiares, pela dedicagdo, pelo apoio, pelo carinho com que voces

despendem comigo.

Ao meu amor e melhor amigo Almir, pelo companheirismo, apoio, incentivo,
pelo amor que me dedica, por me conhecer tanto e estar sempre a0 meu lado me ajudando
nas decisdes mais importantes. Pelo apoio durante o desenvolvimento dessa tese e por ter
agiientando todo o meu estresse € mau humor e me dando colo para acalmar os nervos tao

aflorados e principalmente... ndo permitir que eu desistisse jamais.

vit



A Elizete e Betinho, meus "pais adotivos", por me darem tanto carinho,
exemplo de amor, companheirismo, e sempre me ajudarem nos momentos dificeis longe da
familia.

A Deus pela oportunidade de vida e crescimento constante.

E também aquelas pessoas que direta ou indiretamente contribuiram para o

desenvolvimento deste trabalho que por ventura eu ndo tenha citado. Muito obrigada.

viii



" Nossas escolhas ndo podem ser apenas intuitivas, elas
tem que refletir o que a gente é. Logico que se deve
reavaliar decisdes e trocar de caminho: ninguém é o
mesmo para sempre. Mas que essas mudangas de rota
venham para acrescentar e ndo para anular a vivéncia

do caminho anteriormente percorrido..."

Marta Medeiros



SUMARIO

1L

12.

STudromme A6 TULBET:. .uossnqn rasspsasmenndds bbb T R A
(05 05 0o L 10 T e AR ————
1.1.2. Etiologia da sindrome de TUurmer..........cc.ccooiiiiiiiiieniiieieic e
1.1.3. Mosaicismo Celilar .o muismansnsininsisisimmiiasssssissrisssmins

Micronutrientes relacionados com a atividade da enzima 5,10-

NictilehotetralidrofoIAI0 TEREEASE . .ouivvisyswmiviavis vt i s s Saau R s AR
12 1. A BEHO0.....oooeeomemememssnmmsmmeasnmseeamensiiibis S e AR T

1.2.2. Acido FOlICO € VItAMINA B2 «.veevemeereeereeeereseeeesessssamssssesesssessensesesensesesans

1.3. A enzima 5,10-Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR)...........cccceeeninns

1.3.1. Homocisteina, hiperhomocisteinemia e conseqiiéncias da deficiéncia

OeSte BRIIIOACIEI0. . .ox imnocsernesie s HiHE AR SRR R SRR R O s
3.2 MIETIAGHO cuccie sonsuminmisiimssssmsuusunns sominnsesaimnins svese s noonsiasssmnemsssssnassrasasns
1.3.3. MutacBes descritas no gene da MTHEFR............ccccciiiiiiniminie

1.3.4. a presenga das mutagdes C677T e A1298C no gene da MTHFR e

associac¢do com a ocorréncia de outras sindromes

Pag
XIx
21
22

24

28
28
30

33

34

36

38



1.3.4.1. Caracterizag@o e prevaléncia da mutagido C677T................
1.3.4.2. Caracterizacdo e prevaléncia da mutagdo A1298C.....................

1.3.4.3. Mutagdo C677T e A1298C do gene da MTHEFR e relagdo com
Defeito de Tubo Neural (DTIN)....ccooiiiiiiiieiie e

1.3.4.4. Deficiéncia da MTHFR em cincer e leucemia..........coeevemeeeenen...

1.3.5. Muta¢do C677Tno gene da MTHFR e a mutagdo A66G no gene da

Metionina Sintase Redutase (MTRR), sindrome de Down e

3, CASUISTICA EMETODON. ..v.cammsomsvmaunsvsomssssomsiamsmsmisiesssoniassivessossunsise
3.1. Extragdo de DNA de leucocitos de sangue periférico..........ccoueenurnueenercneineens
32, Reacio om Cadeia da PORHErass (PERY. cmessusmosmassmsmmmssmssmivasisssmsess

321 PR pamnitaclo UBTTT. .. i amiasananamin
3.2.2. PCR paiaminatio Al DOBL . cuuaimneasmsmssrmssmssriissumssaams sriss e

4 RESULTADDE. ........io0iiis s s s s e s s vty v i s inaonts
4.1 Aiithise datitAeE0 CETT T o onnsssmwosmven s s smasmnseno s asss
4.2. Andlise damutacho Al 2980, ..o cinsisimssm s smtesmsiossiiammiiasaisdissssiadons
4.3. Combinagédo entre individuos Heterozigotos Compostos...........ccccueeecinenicnnnne.

4.4. Analise estatistica da freqliéncia das mutagdes comparando casos € grupo

[oT0) 118 ¢'0) (<IRURUUR R

4.5. Resultado da Digest@io mutagdo COT7T.........ccceviiiiiiiiiiiiiisiiniinicnsssinsesssssennens

xi

38

40

41

42

44

46

48

49

50

50

3l

52

56

56

56

56

60



4.6. Resultado da Digestdo mutagdo A1298C......oomriiiiiiiiiiii

1) L 8 T o TR —————————
6 CONCLUSERID ... ccocsmsssvcnomsusensnosssseomsssmmmmesnsonesmananessmzost i S SRR BT TASS
R 010 1, 7% 0 oS
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........oooeveremriersisicmnmsssinssnssssssssssss

Q. AINEXOS ... ceoeoeiieeeeeeeeittereeeseeans b e e s e e e sae e ae e s e s s ae s seae e R SRR e

Xii

61

62

67

69

71

89



LISTA DE ABREVIATURAS

5-metilTHF 5-metiltetrahidrofolato

5,10-metilenoTHF 5,10-metilenotetrahidrofolato

A Adenina

Ala Alanina

€ Citosina

CBS Cistationina 3 sintase

CH;zB12 Metilcobalamina

cDNA DNA complementar

DNA Acido desoxiribonucléico
dNTP Desoxinucleosideos trifosfatados
dUMP Desoxiuridilato monofosfato
dTMP Desoxitimidilato monofosfato
FAD Flavina Adenina Dinucleotideo
FSH Hormédnio foliculo-estimulante
G Guanina

Glu Acido glutamico

HCI Acido cloridrico

Xiii



Hcey
Ile

KCI

LiCl
LLA
LH

Met
MTHFR
MTRR

MS

pb
PCR

PteGlul

SAM

SAH

Homocisteina

Isoleucina

Cloreto de potéssio

Kilodaltons

Cloreto de Litio

Leucemia Linfoblastica Aguda
Horménio luteinizante
Metionina
5,10-metilenotetrahidrofolato redutase
Metionina sintase redutase
Metionina sintase

Normal

Pares de base

Reac¢do em cadeia da polimerase
Acido pteroilglutiamico

Acido ribonucléico

Rota¢Ges por minuto
S-adenosilmetionina

S-adenosilhomocisteina

xiv



ST

SD

THF

Tris

XP

Xm

Sindrome de Turner

Sindrome de Down

Acido Tetrahidrofolico ou tetrahidrofolato
Tris (hidroximetil) aminoetano
Cromossomo X paterno

Cromossomo X materno

xv



LISTA DE TABELAS

Pag

TABELAI: Nomenclatura e fungdes bioquimicas dos principais congéneres

B oI T Ta (s I (o) (o7« TUUUUURU PO U PSR R 30

TABELA 11 : Lista de algumas mutagdes descritas no gene da

TABELA IIl1:  Cariétipos das pacientes e andlise da presenca das mutagdes
C677T e A1298C da MTHFR........cccisussmmsnssssnssessrasrossansasssnprsases 54

TABELA IV:  Distribui¢io Genotipica da MTHFR entre as pacientes com

sindrome de Turner € grupo CONMIOIE......ccueeeviirinineiiiiiieieeaeeeens 55

TABELA V: Comparagdo entre 0S CrOmMOSSOMOS que carregam as mutagdes

€ 0S qUE NAO CAITEeZAM MULACTES. ...couveureivrinimmnnnes st 58
TABELA VI:  Analise separada pOr ENOLIPOS. ...ccuveeuvriumemiimmnnsniniesisssessensease 58
TABELA VII: Analise das mutagdes segundo distribui¢do cariotipica............... 59

TABELA VIII : Analise dos cariétipos por nimero total de alelos..........ccccoeueee 59



LISTA DE FIGURAS

Pag

FIGURA 1:  Caridtipo de portadora de sindrome de Turner (45,X)..........c........ 23
FIGURA 2: Estrutira 46 Acido POlEO cccmivisintminsininsmsismsisvmsamisivvasises 28
FIGURA 3 : Reducdo do 4cido fORCO.-...uceurrmmrnsannesamraessssnsnnesssssnsmsasiassassissasasns 29
FIGURA 4: Estrutura do (N) 5- metiltetrahidrofolato.........ccocoooveniiiiineiiis 29
FIGURA S : Estrutura do tetrahidrofolato (THE ....c..cuvaciessmnssirssrssensessnsssnsasasns 30
FIGURA 6 : Representa¢do esquematica da VtATHIAR Binis i wisssnasavicssis 31
FIGURA 7: Via metabolica do acido félico em humanos, e o papel da enzima

5,10-Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR)........ccccceeeiin 33
FIGURA 8:  Efeitos moleculares resultantes das diferengas de concentracdo

de 4cido Tolco s CEIAIAS ... s s vos 43
FIGURA9:  Eletroforese em gel de Poliacrilamida 7% resultado da digestdo

mutagio C677T com a enzima Hinf L....c.ccoeeviiieviincciiinicniiinnne 60
FIGURA 10 : Eletroforese em gel de Poliacrilamida 20% representando

digestdo da mutagio A1298C com a enzima de restri¢do Mbo II... 61

xvii



LISTA DE GRAFICOS

-

Pag

GRAFICO I: Distribuicio genotipica da MTHFR entre as pacientes ST e

OO B8 soimns s oo s s AR R b A A RS e AP 57

XViii






A Sindrome de Turner (ST), descrita por Henry Turner em 1938, caracteriza-se
classicamente por um fenétipo feminino associado a baixa estatura, infantilismo sexual,
esterilidade, além de diversas malformacdes. Ha evidéncias de que mutagdes na enzima
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), ligada ao metabolismo do acido folico,
levariam a aberra¢des cromossomicas devido a fendmenos de hipometilagdo. No presente
estudo nos avaliamos a fregiiéncia das mutagdes C677T e A1298C no gene da MTHFR em
49 portadoras de ST e em 200 individuos controles. O método de analise foi a Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) seguida de digestdo enzimatica especifica. Encontramos 26%
de pacientes heterozigotas para a mutagdo C677T, 18% de homozigotas mutantes para a
mutagio C677T, 22% de pacientes heterozigotas A1298C, 10% de homozigotas mutante
1298C e 14% de heterozigotas para ambas as mutagdes C677T/A1298C.

Nossos resultados indicam uma incidéncia elevada de individuos mutantes
C677T (p<0,001) em nossa amostra. Sugerindo que a deficiéncia da MTHFR pode ser

identificada como um fator de risco para nascimentos de criangas com ST.

Resumo
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1.1. SINDROME DE TURNER

O fenétipo associado a um Gnico cromossomo X (45, X) (Figura 1) foi
originalmente descrito por Henry Turner em 1938. Turner publicou o que julgou ser a
primeira descri¢do da triade infantilismo sexual - pescogo alado - cubito valgo, em sete
pacientes do sexo feminino, que apresentavam também baixa estatura como sinal constante.
Desde entio este fendtipo feminino classico tem sido designado por sindrome de Turner
(ST).

Porém, alguns anos antes, em 1930, Ullrich havia relatado o caso de uma
menina de oito anos de idade com um quadro clinico muito semelhante. A publicagdo de

Ullrich, faz com que no raro se utilize o eponimo "sindrome Ullrich-Turner".

Os sinais dismérficos tipicos entre essas pacientes podem ser reconhecidos por
face triangular, fendas palpebrais obliquas para baixo, palato em ogiva, retrognatismo,
baixa implantagio da orelha, pavilhdes auriculares inclinados para tras, linha de
implantagdo baixa dos cabelos na nuca, pescogo curto com pregas pterigonucais (pescogo
alado), térax em escudo com distancia intermamilar aumentada, encurtamento de quarto e
quinto metacarpianos ¢ metatarsianos, unhas levemente inclinadas para cima e tendéncia a
obesidade. Ao nascimento é comum observar a triade: baixa estatura, linfedema de maos ¢

pés e excesso de pele no pescogo ( GROUCHY e TURLEAU, 1984; CAMPOS, 1997).

A baixa estatura, estimada em 95% dos casos, costuma ser observada desde o
nascimento, mantendo-se, em geral, mais de dois desvios padrdo abaixo da média. Ha uma
combinagio de retardamento do crescimento intra-uterino com declinio gradual da
velocidade de crescimento durante a infincia e auséncia do estirdo puberal, sendo
observado, via de regra, atraso de maturagdo ¢ssea (CAMPOS, 1997). O crescimento pode
ser varidvel de acordo, principalmente com a estatura dos pais de cada paciente, podendo a

altura final oscilar entre 122 e 153cm (MACIEL-GUERRA e GUERRA, 2000).

Introducdo
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Figura 1 :Cari6tipo de portadora de sindrome de Turner (45, X).

Existe uma freqiiéncia elevada de malformagdes cardiovasculares, presente em
50% dos casos, sendo a principal causa de Obito entre as portadoras dessa sindrome.
Atualmente, a anomalia mais comum ¢ a da valvula aértica bicuspide isolada (30%),
seguida da coarctagdo da aorta (LIPPE, 1991; MACIEL-GUERRA ¢ GUERRA, 2000).
Ainda mais freqiientes (35 a 70%) sdo as anomalias renais e/ou do sistema urindrio coletor
tais como a rotacdo e duplicagdo dos rins, rim em forma de ferradura, duplicagdo da pélvis
renal e do ureter (LITVAK ef al., 1978; WILLIAMS, 1978). Além disso, ¢ comum ainda o
estrabismo, a miopia acentuada e a deficiéncia auditiva a qual pode ser condutiva (36%),
neurosensorial (14%) ou mista (23%), com freqiiéncia aumentando com a idade das
pacientes. Ha um aumento na incidéncia de doencas auto-imunes, em particular tireoidites,

que acabam por determinar hipotireodismo primario (PAI e al; 1977).

Introducdo
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Outra caracteristica marcante entre as pacientes com ST ¢ a disgenesia gonadal
ou faléncia gonadal, que é observada na maioria das mulheres com ST, determinando niveis
elevados das gonadotrofinas hipofisarias, dos horménios luteinizante (LH) e foliculo-
estimulane (FSH). Os ovérios sdo substituidos por tecido fibroso (gbnadas em fita), com
auséncia de elementos da linhagem germinativa (CAMPOS, 1997). Alguns autores apoiam
a hipotese de que as células primordiais portadoras da constituigdo 45,X degeneram mais
rapidamente do que aquelas XX e XY, impedindo o desenvolvimento cortical ou mesmo do
ovério. A relagdo quantitativa entre as linhagens celulares 45,X e as pertencentes a0s tipos
XX ou XY nos tecidos periféricos pode ser também responsavel pelo efeito variavel do

mosaicismo sobre a estatura e dos demais caracteres somaticos (WILLIAMS, 1978).

1.1.1. Aspectos Citogenéticos

A ST ¢ caracterizada citogeneticamente pela presenca de um cromossomo Xe
pela auséncia de todo ou parte do segundo cromossomo sexual (X ou Y), levando assim a
monossomia total ou parcial. Com a introdugo da técnica de cromatina sexual em 1949 por
BARR e BERTRAM foram realizadas as primeiras demonstragdes de que as pacientes com
ST tinham auséncia dessa formagdo. Porém, FORD er al.. (1959) descreveram a
citogenética anormal associada a essa sindrome. Estes pesquisadores observaram o
cariétipo 45,X nessas pacientes descrevendo assim o que seria a primeira anomalia dos

Cromossomos sexuais.

Nio é conhecido se todas as caracteristicas da sindrome s3o devido a auséncia
de vérios discretos genes ligados ao X os quais tem homologia com genes no cromossomo
Y, ou se pelo menos algumas caracteristicas, particularmente aqueles que afetam o sistema
reprodutivo, sio o resultado global do desequilibrio do cromossomo X (OGATA e
MATSUO, 1995).

Os conceptos 45X podem estar associados a uma variedade de erros
cromossémicos. Podem ser conseqiiéncia de no disjungdo ou perda do cromossomo sexual

durante a gametogénese em um dos progenitores, com produgdo de um espermatozoide ou

Introdugdo
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6vulo sem cromossomo sexual. Ainda que os erros da mitose no zigoto normal causem,
freqiientemente, mosaicismo, a constituicdo 45,X pura pode ocorrer devido a excisdo na
primeira divisdo na anafase, com perda de um cromossomo sexual ou menos provavel, nao
separagio mitotica com falta de sobrevivéncia da linhagem celular complementar XXX ou
XXY (WILLIAMS, 1978). Dados indiretos sugerem que a perda de um cromossomo X ou
Y entre a fecundagéo e a primeira divisdo por excisdo podem ser a causa da freqiiéncia de
embrido 45.X. Existem provas a favor de um erro mitotico e ndo meidtico nesta sindrome,
entre elas: a falta de associagdo com idade materna avancada, em contraste com a Sindrome
de Klinefelter; a fregiiéncia de mosaicismo cromossomico sexual; incidéncia elevada de
gémeos entre os familiares 45.X ¢ os casos de gémeos monozigdticos nos quais um dos
individuos é XY e o outro é 45.X (WILLIAMS, 1978).

1.1.2. Etiologia da sindrome de Turner

Monossomia de cromossomos sexuais € a anormalidade cromossomica mais
comum em humanos, ocorrendo em aproximadamente 1 a 2% de todas as gestaghes
reconhecidas clinicamente (HASSOLD, 1986). Nascimento de criangas 45,X com as
feigdes caracteristicas da sindrome de Turner é um resultado ndo muito freqiiente, uma vez
que 99% dos fetos 45,X sofrem abortos espontaneo (HOOK e WARBURTON, 1983). A
razdio para essa taxa elevada de letalidade ainda ndio esta bem esclarecida porém, alguns
pesquisadores sugerem que possa haver alguma associagdo entre o mecanismo de heranga

da origem da monossomia com a sobrevivéncia a termo (HASSOLD et al.,1985).

Nos tltimos anos constatou-se que na espécie humana, bem como em Outros
animais, a expressio do material genético ao nivel cromossdémico pode diferir conforme a
sua procedéncia seja paterna ou materna. Tal fendmeno recebeu a designagdo inglesa
genomic imprinting, que pode ser traduzida por marca gendmica , para indicar que ©
material genético em sua passagem pelo organismo masculino ou feminino, ficaria marcado
temporariamente para produzir efeitos diferentes, segundo a sua procedéncia. Tal
marcagdo, por sua vez, ocorreria durante a formagdo das células da linhagem germinativa
(HALL, 1990).
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A presenca de imprinting no cromossomo X humano ainda ndo estd bem
estabelecido, no entanto, dados na literatura revelam que o gene Xist mostrou ser
decorrente de imprint em ratos (ZUCCOTTI e MONK, 1995).

Em 80 % dos casos de monossomia de X (45, X), mulheres com sindrome de
Turner, o cromossomo X normal € de origem materna (JACOBS et al., 1990), ou seja na
maioria dos casos ha falha na meiose paterna ou o cromossomo sexual paterno ¢
estruturalmente anémalo (MACIEL-GUERRA e GUERRA 2000). Mulheres normais (46,
XX) possuem cromossomo X derivado de ambos 0s genitores, materno (X™) e paterno XP),
um dos quais ¢ aleatoriamente inativado em qualquer célula somatica (LYON, 1961). Em

monossomia, o tnico cromossomo X nunca € inativado.

Alguns estudos de inativagdo do cromossomo X relatam que o cromossomo X,
derivado do pai ou da mie, se expressa de diferentes formas (HASSOLD et al., 1992),
porém ndo encontramos relatos na literatura informando se a origem parental dessa
anormalidade tem algum efeito no fenotipo fisico (MATHUR et al., 1991), embora,
recentemente, um estudo realizado em 80 pacientes com ST (caridtipo 45.X), tenha
demonstrado a existéncia de diferenga na adaptagdo socio-cognitiva entre as pacientes que
herdaram o cromossomo X paterno (45.X") e aquelas que herdaram o cromossomo X

materno (45,X™) (SKUSE et al., 1997).

As meninas que herdaram o cromossomo X” foram significativamente melhor
adaptadas e com melhor desempenho socio-cognitivo do que aquelas que herdaram o X
Com base nos dados encontrados. estes pesquisadores acreditam que o locus para a relagdo
socio-cognitiva seja resultado de impint, € nao ¢ expressado naquelas cujo cromossomo

herdado seja o materno (SKUSE et al., 1997).

1.1.3. Mosaicismo celular

A ocorréncia de nascimento de criancas do sexo feminino com ST € de um para
cada 2500 nascimentos (HOOK e WARBUTON 1983; ROBINSON, 1990). Destes,
aproximadamente metade das clinicamente reconhecidas sdo aparentemente ndo mosaicos
com constituicdo 45,X e as restantes sao mosaico contendo uma linhagem 45.X e/ou uma

linhagem estruturalmente anormal de X (JACOBS ez al., 1997).
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Entende-se por mosaico, presenca de mais de uma linhagem celular em um
individuo, sendo que todas as linhagens originaram-se de um tnico zigoto. Esse fendmeno
é freqiientemente observado em pacientes com ST (ELIAS et al., 1980), principalmente
mosaicos com delecio Xp e Xq, e isocromossomos de brago longo (HOOK e
WARBUTON, 1983; ROBINSON, 1990). Essa observacdo tem sido motivo de muita
especulagio no sentido de afirmar que a presenca de uma segunda linhagem celular
aumentaria a probabilidade de sobrevivéncia dos individuos 45.X (WILLIAMS, 1978;
HELD er al., 1991,1992). Uma vez que, 1 a 2% de todas as concepgdes humanas tem a
constitui¢do cromossomica 45,X, cerca de 99% dos conceptos 45.X sdo abortados
espontaneamente, por sele¢do intra-uterina contra esses conceptos (>95%) (HASSOLD
et al., 1986), o que levou KELLY ef al. (1992) a sugerirem que a sobrevivéncia de um feto
com ST exige a presen¢a de mosaicismo, embora este nem sempre seja detectado por

métodos convencionais.

A detecgdo de mosaicismo pode ser bem determinada por quatro fatores: o tipo
e nimero de tecidos analisados, o nimero de células estudadas (HOOK, 1977), a
sensibilidade da técnica empregada, e a possivel selegdo que pode encobrir uma nova
linhagem celular (PROCTER ez al., 1984; HELD et al., 1992)

Uma compreensio da sindrome, especialmente qualquer tentativa de
correlacionar fenétipo com gendtipo, € dificil de ser feita devido a freqiiéncia muito alta de
mosaicismo detectavel por andlise citogenética em individuos recém nascidos (JACOBS
et al., 1997).

A presenga de mosaicismo entre as pacientes com ST foi bem representada por
KLECZKOWSKA et al. (1989), em um estudo desenvolvido em 478 portadoras de
sindrome de Turner atendidas no periodo de 1965-1989. Estes autores verificaram que 52%
apresentavam cariotipo 45.X, 11% eram mosaico 45,X/46, XX, 5% mosaico 45,X/47. XXX,
16% isocromossomos de brago longo ou curto de X, 4% correspondem ao cromossomo X
em anel, 8% a outras aberragdes estruturais do cromossomo X e 4% mosaicos 45,X/46,XY.
Essa diversidade cariotipica determina uma grande variabilidade fenotipica, o que dificulta

o diagnéstico clinico.
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1.2. MICRONUTRIENTES RELACIONADOS COM A ATIVIDADE DA ENZIMA
5,10-METILENOTETRAHIDROFOLATO REDUTASE

1.2.1. Acido Félico

O acido folico (2-amino-4—hidroxi-é-metilenoarrﬁnobenzol-L-glutémico)
(Figura 2) também conhecido como 4cido pteroilglutdmico (PteGlu 1), vitamina B,
vitamina By e vitamina M, é uma vitamina dita essencial pois s6 é adquirida na dieta
(KEAGY, 1985; BUHLER, 1988, 1991; BRODY, 1994: ZANINI e OGA, 1994;
BRUBACKER ef al., 1995; DALY et al. 1997; RUGGERI et al., 1999; DANG et al.,
2000).

OH

O H
N I l
N7 | e CHz-IilA@fC—lf—C'—-CHz"CHZ-COOH
HZNJ\\N

H H COOH
Ny

Figura 2 — Estrutura do acido folico.

Apos a absorgdo, o acido folico € rapidamente reduzido, para dar origem,
primeiro ao acido 7,8-dihidrofélico, reagao catalisada pela enzima dihidrofolato redutase, €
em seguida ao acido tetrahidrofolico, reduzido nas posi¢des 5, 6, 7 € 8, que atua como
aceptor de varias unidades monocarbdnicas que se ligam, preferencialmente, nas posigdes 5

ou 10 pteridina (Figura 3).
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Figura 3. Redugdo do écido folico.

O 5-metiltetrahidrofolato (Figura 4) é o congénere majoritario do acido folico,

forma na qual os folatos costumam ser transportados no sangue (DEVLIN, 1998).

OH CH3

H-oN

HCOO

Figura 4. Estrutura do (N) 5-metiltetraidrofolato.

O suprimento constante de 5-metiltetrahidrofolato € mantido pelos alimentos e
pelo ciclo éntero-hepatico da vitamina. O figado reduz e metila ativamente o 4cido folico e
tetrahidrofolato e transporta o S-metiltetrahidrofolato na bile para reabsor¢do pelo intestino
e fornecimento subsegiiente aos tecidos (GOODMAN e GILMAN. 1991).

O tetrahidrofolato (THF) (figura 5), apresenta-se envolvido em varias reagdes
de biossintese, devido a sua capacidade de doar e receber unidades monocarbdnicas,
produzindo cada uma das diferentes formas de acido folico, as quais sdo sintetizadas a
partir de reagdo de metilagio e replicagdo celular no organismo humano. Cada uma dessas
formas (Tabela I) desempenha um papel especifico no metabolismo intracelular
(GOODMAN e GILMAN, 1991; KATZUNG, 1994; ZANINI e OGA, 1994; ALVAREZ,
1997; DALY et al., 1997).
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Figura 5. Estrutura do tetrahidrofolato (THF).

Tabela I. Nomenclatura e fungdes bioquimicas dos principais congéneres do acido folico.

COMPOSTO POSICAO FUNCAO

- Conversdo de homocisteina a metionina.

Metiltetrahidrofolato N5 - Conversdo de serina a glicina
(CH;H PteGlu)
Acido folinico N5 - Sintese de purinas.
(5-CHOH ,PteGlu)
Formiminotetrahidrofolato NS - Metabolismo da histidina.
(CHNHH PteGlu)
10-Formiltetrahidrofolato N10 - Sintese de purina.
(10-CHOH4PteGlu) - Utilizacdo ou geragio de formato.
5,10 —Metilenotetrahidrofolato N5-N10 - Sintese de timidilato
(5,10-CH2H4P1eGlu)
5,10-Meteniltetrahidrofolato N5-N10 - Sintese de purina.
(5,10-CHH4PteGlu)

1.2.2. Acido félico e vitamina B,

O 4acido folico normalmente encontra-se associado a vitamina Bj» no
metabolismo intracelular. A vitamina B, intracelular (Figura 6), também conhecido como
cobalamina, apresenta-se sob duas formas de coenzimas ativas: a metilcobalamina

(CH3B\,) e a desoxiadenosilcobalamina (GOODMAN e GILMAN, 1991).
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Figura 6. Representagdo esquematica da vitamina B, (Cobalamina).

A desoxiadenosilcobalamina ¢ um cofator importante no metabolismo dos
carboidratos e lipidios (WEISSBACH e TAYLOR, 1968) e ndo possui relagdo direta com
as vias metabélicas envolvidas com o folato. Em contraste, a metilcobalamina (CH3B2) €
essencial para o metabolismo normal do folato. O 5-metilTHF é o responsavel pela
transferéncia de grupos metil para formar CH3;Bi, que atua como doador de metil para
conversdo de homocisteina (Hcy) em metionina (Met). Ele ainda serve como doador desses
radicais metil para o suprimento adequado de THF, substrato de varias etapas metabdlicas,
que por sua vez, € precursor para formagdo de folilpoliglutamatos que atua também como
aceptor de unidades monocarbdnicas na conversio da serina em glicina, resultando na
formagio de 5,10-metilenoTHF. O 5.10-metilenoTHF doa o grupo metileno ao
desoxiuridilato (dUMP) para a sintese de timidilato (dTMP). Deficiéncia de acido folico ou
B, resulta na sintese diminuida de Met ¢ SAM e interfere na biossintese de proteinas, em
diversas reagdes de metilagdo e na sintese de poliaminas e de 4cidos nucléicos

(GOODMAN e GILMAN, 1991) (Figura 7).
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O scido folico e a vitamina B>, a exemplo de todas as outras vitaminas, sdo
necessarios em pequenas quantidades. O conhecimento atual sugere que algumas pessoas
podem ter necessidade aumentada de folato em conseqiiéncia de variantes genéticas
freqiientes que interagem com certos nutrientes. As necessidades diarias de folatos sdo
ainda bastante discutidas, porém observa-se que a necessidade aumenta durante os periodos
de lactagio e gestagdo. Este aumento deve-se a um volume maior de sangue € a um
aumento de células em divisdo rapida. Por volta do terceiro trimestre, a necessidade de
folato quase dobra. Entretanto, o excesso de 4acido folico pode mascarar a anemia
megaloblastica causada pela deficiéncia de vitamina B;», mas ndo pode aliviar nem evitar
os defeitos neurologicos decorrentes da caréncia da mesma, podendo causar danos
irreparaveis ao sistema nervoso central. Diante disso, o FDA (Food and Drug
Administration) recomenda que a concentragdo de folatos ndo ultrapassasse 1mg/dia para
todos os produtos farmacéuticos e alimenticios (BRODY, 1991; ANNOTATION. 1994;
KATZUNG. 1994; ZANINI e OGA, 1994; TUCKER et al., 1996; RANG et al., 1997).

O efeito mais pronunciado da deficiéncia de acido folico e vitamina Bj; € na
iniciacéio da sintese de DNA, devido a menor disponibilidade de purinas e dTMP. Isso leva
a parada das células na fase S e a uma alteragao no tamanho e na forma dos micleos de
células em divisdo rapida. O blogueio na sintese de DNA retarda a maturagdo de globulos
vermelhos, causando produgdo de globulos vermelhos macrociticos, anormalmente
grandes, com membranas frageis, gerando a chamada "anemia megaloblastica”" (DEVLIN,
1997).

Existem ainda pesquisas que apontam a relagdo entre a deficiéncia de
congéneres do acido folico com céncer de colon, leucemia, doencas mieloproliferativas,
certas enfermidades cronicas da pele, além de outras doencas debilitantes cronicas
(BRODY, 1991; CZEIZE e DUDAS, 1992; KATZUNG, 1994; CRANE et al., 1995;
OAKLEY et al., 1995; ULENE E ULENE, 1995; DALY er al. 1997; DEVLIN 1997;
RANG et al., 1997; DIERKS, 1998; MALINOW et al., 1998; MOSHFEGH et al., 1998).
Estudos recentes demonstraram que niveis inadequados de folatos durante os primeiros
estagios de gestagdo aumentam o risco de defeitos na formacdo do tubo neural do feto

(DALY et al., 1997; DEVLIN, 1997). Além disso, niveis diminuidos de folato induzem
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alteracdes no metabolismo de metionina que resulta em hiperhomocisteinemia (SELHUB ez
al., 1993; CLARKE ef al.. 1998), o que tem sido associado ao aumento de risco para
doengas cardiovasculares (BOUSHEY et al., 1995).

Metilagio de DNA,

P g Sintese de DNA
vuas e lipideos Acido Folico

L. 0
‘\ Dihidrofolato dT™MP

(timidilato)
Metionina =
SAH
x Sintese de
Timidilato
H - THF
* B, B, l
cistationina
5-metil THF 5,10-metilenoTHF

dUMP
\’ (deoxiuridilato)
purinas
MTHFR

Figura 7. Via metabdlica do 4cido folico em humanos, e o papel da enzima 5,10-
Metilenotetrahidrofolato Redutase (MTHFR).

1.3. A ENZIMA 5,10-METILENOTETRAHIDROFOLATO REDUTASE (MTHFR)

O 4cido folico executa fungdes importantes no organismo, participando de
varias reacdes metabolicas. Essas fungdes sdo catalisadas por diversas enzimas, entre elas a
5.10-Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR).
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A 5,10-metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) dependente de FAD
(Flavin Adenine Dinucleotide) € uma flavoproteina citosdlica constituida por 656
aminoacidos. O gene humano da MTHFR esta localizado no brago curto do cromossomo
1:1p36.3 e é composto por 11 exons (GOYETTE et al., 1994). Alteragbes no gene da
MTHFR representam a maior € mais comum causa de erros de formagdo em recém
nascidos devido ao metabolismo anormal de acido folico (ROSENBLATT, 1994; SIBANI
et al., 2000).

A MTHFR humana é um homodimero com subunidades de 77 kilodaltons
(kDa) com dois dominios espacialmente distintos: um dominio amino-terminal catalitico de
aproximadamente 40 kDa (FAD dependente); e um outro dominio carboxi-terminal de 37
kDa que contém o sitio de ligagdo para a SAM (SUMNER et al., 1986).

A MTHFR ¢ uma enzima chave, pois, catalisa a reducdo de 5,10-
metilenotetrahidrofolato (5,10-metilenoTHF) para 5-metiltetrahidrofolato (5-metilTHF),
que em mamiferos € a forma priméria e predominante de 4cido folico na circulag@o (Figura
7). O 5-metilTHF atua como doador de unidades monocarbonicas na remetilagdo de
homocisteina (Hcy) para metionina (Met) (FROSST et al.. 1995; GOYETTE et al., 1995;
MORITA et al.. 1997; WEISBERG er al., 1998; ROZEN et al., 1996). A Hcy é formada a
partir de S-adenosilhomocisteina (SAH). A remetilacdo para metionina € catalisada na
maioria dos tecidos pela metionina sintase (MS), que requer como cofator cobalamina (B)2)
e como substrato 5-metilTHF (UELAND ef al., 2001). A Met € convertida para Hey pela

via S-adenosilmetionina (SAM) que esta envolvido em processos de metilagdo de DNA.

1.3.1. Homocisteina, hiperhomocisteinemia e conseqiiéncias da deficiéncia deste

aminoacido.

A homocisteina (Hey) é um aminodcido derivado da metionina (Met). Niveis
elevados de Hcy no plasma podem resultar em disttirbios genéticos ou relacionados com 0
quadro nutricional, que podem alterar um dos dois possiveis caminhos metabolicos

precursores do metabolismo da Hey, remetilagdo ou trans-sulfuragao. Na remetilag¢@o, o
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primeiro doador de metil € o 5-metilTHF, dependente de vitamina B2, que converte Hey
em Met (FROSST et al., 1995). A trans-sulfuragdo € um processo irreversivel catalisado
para cistationina pela enzima cistationina-f-sintase (CBS), reac@o dependente de vitamina
B¢ (Figura 7) (GIRELLI er al. 1998). Defeitos nos processos de remetilagdo ou trans-
sulfuragio do metabolismo de Hcy podem resultar em quadros de anormalidades
esquelética, retardo mental e um risco elevado de doengas vasculares (PERRI, 1999). A
metionina € utilizada na sintese de S-adenosilmetionina (SAM), a qual € convertida em S-
adenosilhomocisteina (SAH) e Hcy (UELAND, 1982). SAM € um doador de metil para
diferentes reagdes de metilagdo, incluindo metilagdo de DNA, RNA e proteinas, sintese de

fosfolipideos e sintese de neurotransmissores (CHIANG er al., 1996).

A maioria dos estudos da patogenicidade de Hcy focalizaram-se direto no efeito
do aminoacido. Porém, hiperhomocisteinemia pode ser um marcador indireto para uma
perturbagdo no ciclo da metionina ou na metilagdo. O rompimento posterior poderia
contribuir as diversas conseqiiéncias clinicas de elevados niveis de Hcy ou de deficiéncia
moderada da MTHFR (CHEN et al., 2001).

Pacientes sdo caracterizados por hiperhomocisteinemia grave, homocistenuria,
hipometioninemia e uma variedade de malforma¢Ses neuroldgicas e problemas vasculares
com idade variavel de ocorréncia (GOYETTE et al., 1996; KLUIJTMAS et al., 1998;
SIBANI et al., 2000).

1.3.2. Metilacao

A expressdo génica ¢ regulada por dois mecanismos globais: a metilagdo do
DNA e a modificacdo da cromatina. Evidéncias sugerem que a metilagdio do DNA ¢
incompativel com a atividade transcricional (NG e BIRD, 1999). Um gene hipometilado
pode ser considerado como tendo um potencial maior de expressdo do que um gene

hipermetilado (GOODMAN e COUNTS, 1993).

Estudos clinicos e experimentais tém demonstrado que DNA hipometilado esta
associado a instabilidade cromossémica e segregagdo anormal. Neste caso podemos citar a

rara desordem autossomica: a Sindrome ICF (associada a deficiéncia imunolégica,
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instabilidade centromérica e anomalias faciais), que € caracterizada por hipometilagao
pericentromérica (JI et al., 1997) e prejudica a segregagdo cromossdmica (JEANPIERRE et
al., 1993).

Estudos desenvolvidos em culturas de células, animais e vegetais, com
hipometilagio provocada quimicamente pela 5-azacitidina, esta induz a instabilidade
cromossdmica e aneuploidia. Em células humanas, foi demonstrado desmetilagdo e
descondensagdo da heterocromatina nos cromossomos 1, 9 e 16. Houve 80% de indugdo de
rearranjos no cromossomo 1, sendo que 90% deles na regido pericentromérica. As
anomalias predominantes foram a presenga de cromossomos 1 com até 7 bragos e as
delecdes. Foram observados também isocromossomos do cromossomo 1 e fusdes na regido
pericentromérica dos cromossomos 1 e 16 ou de 1 e 9 (HERNANDEZ et al., 1997).
Rearranjos na heterocromatina pericentromeérica dos Cromossomos 1 e 16 sao
fregiientemente encontrados em muitos tipos de céncer, incluindo Tumores de Wilms
(WT), sugerindo que estes contribuam para a progressao de tumores (QU et al., 1999).

Diversos pesquisadores tém sugerido que a instabilidade cromossomica €
aneuploidia observadas em tumores humanos relacionam-se com a diversidade de
hipometilagio do DNA genémico (LENGAUER et al., 1997), uma vez que o0
desbalanceamento provocado por rearranjos nos Cromossomos afeta a dosagem de genes
supressores de tumores com a possivel perda da heterozigose (QU ef al. 1999).

Deficiéncia na atividade da MTHFR é resultante de uma desordem autossdmica
recessiva, levando a um quadro de homocisteinemia (GOYETTE et al. 1994). Por
conseqiiéncia, hi um aumento na necessidade do consumo de acido folico para manter os
padrdes normais de Hey. Em caso de concentragdes insuficientes de acido folico, ocorre um
acimulo de Hcy, reduzindo a sintese de Met e comprometendo, assim, as principais reagdes
de metilagdo e resultando em um quadro de hipometilagdo do DNA (FROSST et al., 1995). -

1.3.3. Mutagédes descritas no gene da MTHFR
Como dito anteriormente, as mutacdes no gene da MTHFR de heranga
autossomica recessiva, implicam em deficiéncia de folato, resultam em quadros de
homocisteinemia, homocistenuria, hiperhomocisteinemia e hipometioninemia (GOYETTE
et al., 1995).
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Com o isolamento do cDNA da MTHFR (GOYETTE ef al., 1994), tem sido
freqiientemente encontradas mutacdes neste gene. Foram descritas mais de vinte e quatro
mutagdes no gene da MTHFR, dentre elas quatorze foram associadas com deficiéncia
enzimatica grave (GOYETTE e al., 1994 e 1995; FROSST et al., 1995; GOYETTE et al.,
1996; VAN DER PUT et al., 1998; SIBANI et al., 2000) (Tabela II).

Dentre as mutacdes descritas no gene da MTHFR, as principais e mais
estudadas na literatura sio C677T descrita por FROSST er al. (1995), e a A1298C por
VAN DER PUT et al. (1998).

Tabela II. Lista de algumas mutagdes descritas no gene da MTHFR

Mutacdo Mudanca de pb Resultado MTHFR Localizagdo Abole sitio de restri¢do da
endonuclease
C559T1 C-T Argi— ter Fokl
G4824 G-HA Arg—Gln Pstl
Sitio de splice5'’ G—A - intron sitio5' Hphl
C764T C-T Pro— Leu exond Mnil
c692T C->T Tre— Met exond Nlalll
C965T CoT Arg—Cys exond Acil
C1015T C-T Arg—Cys exons Hhal
GI67A G—oA Arg—Gln exonl Nialll
C1081T C-oT Arg—Cys exont Hhal
GI164C G—C Arg—Pro Haelll
C677T C->T Ala—Val exond Hinfl
A1298C A-C Glu—>Ala exon7 Mboll
Sitio de splice3’ G-oT - intronl At
G458-459T G-T Gly—Val exon2
T980C T-oC Leu—Pro exon3 Taql
Cl114IT CoT Arg—Cys exon6 Taql
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1.3.4. A presenca das mutacdes C677T e A1298C no gene da MTHFR e associagdo

com a ocorréncia de outras Sindromes
1.3.4.1. Caracterizacdo e prevaléncia da mutacio C677T

Estudos in vitro tém demonstrado a presenga de uma enzima termolabil devido
4 transicdo de uma citosina (C) por uma timina (T) no nucleotideo 677 (C677T), que resulta
na substituicio de um residuo de alanina (Ala) por um residuo de valina (Val) na proteina
processada (FROSST er al., 1995). A presenga desta substitui¢do reduz a atividade
enzimatica (FROSST et al., 1995; VAN DER PUT et al,, 1998). A redugdo da atividade €
aparentemente maior em individuos homozigotos e menor em heterozigotos. Quanto 4
atividade especifica da enzima, comparando-se os gendtipos mutantes com o genotipo
normal (C/C), temos que ocorre redugdo da especificidade de 35% no genétipo (C/T) e de
70% no gendtipo (T/T). Individuos homozigotos para o alelo mutante C677T sdo
freqiientemente encontrados em populagdes normais e apresentam niveis de Hey duas vezes
superiores aqueles observados em individuos heterozigotos ou sem a mutacao. Embora
individuos homozigotos mutantes C677T tenham mostrado uma diminui¢do do nivel de
folato no soro e aumento do nivel de Hcy (VAN DER PUT ez al., 1995, 1996) o folato nas
células vermelhas do sangue aumentou em um estudo (VAN DER PUT ez al., 1995) e
diminuiu em outro (MOLLOY et al., 1997).

A prevaléncia dessa mutagdo foi inicialmente descrita em franceses com uma
freqiiéncia alélica de 38% e homozigosidade (genttipo TT) de 12% (FROOST et al.. 1995).
PAPAPETROU ef al., (1996) determinaram a distribuigio de homozigotos C677T em
diversas populacdes, sendo diminuida entre holandeses, 5% e irlandeses, 6%: mais elevada
entre italianos, 16%; franco-canadenses, 12%; brancos australianos, 10,7% e em ingleses
12%. Em Tsuchiura no Japdo, a freqiiéncia do alelo T para o genétipo CT € de 51% e para
o TT é de 13,5% (OU et al., 1998).

No Brasil, a prevaléncia desta mutagdo foi realizada em quatro grupos €tnicos
distintos, observou-se que a fregiiéncia do alelo "T" em caucasoéides, com descendéncia
européia, foi 36,2%; asiaticos, 40%; negros americanos, 3.2%; indios brasileiros, 24%;

negros brasileiros, 12% e em negros africanos, 5% (FRANCO ez al., 1998). Demonstrou-se
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deste modo que a freqiiéncia do alelo T em negros ¢ indios brasileiros ¢ relativamente baixa
quando comparada a outros grupos. Recentemente ARRUDA et al. (1998) encontraram
diferengas significativas entre diferentes grupos étnicos na populagdo brasileira; a
prevaléncia do alelo mutado T entre descendentes de caucaséides foi de 10%, em negros de

1,45% e entre indigenas de 1,2 %.

Homozigosidade, e em menor extensdo heterozigosidade, para o alelo mutante
da mutagio C677T do gene da MTHEFR, foi atribuida a um risco aumentado de DTN em
criangas, entre holandeses e irlandeses (VAN DER PUT et al., 1995; ESKES, 1997).

Os dados da atividade da termolabilidade da MTHFR tém sido descritos
somente a partir da atividade medida in vitro. Recentemente, STERN er al., (2000)
tentaram determinar se a presenga dessa mutagdo prejudica a sintese de 5-
metiltetrahidrofolato in vivo. Este estudo foi empreendido para determinar a capacidade de
homozigotos mutantes C677T em converter 5-formiltetrahidrofolato  para  5-
metiltetrahidrofolato. Este processo requer a agdo da MTHFR, porém as curvas criadas
apés as medidas pela elevagdo e queda nos niveis de 5-metiltetraidrofolato, depois de
ingestdo oral com doses de Smg/dia de acido folico, ndo diferem tanto no plasma quanto na

urina entre os dois genétipos (T/T e C/C).

Numerosos estudos nio observaram uma associagao nas populagdes estudadas
(de FRANCIS et al., 1995; WILCKEN et al., 1996; PAPAPETROU et al., 1997;
MORNET et al., 1997; SPEER et al., 1997; KOCH et al..1998; BARBER et al., 2000).

ADAMS et al. (1996) comprovaram que a variante termolabil da MTHFR néo €
o maior fator de risco para infarto de miocéardio e também ndo representa associacao de
hiperhomocisteinemia com doenga de artéria coronaria. VAN BOCKXMEER et al. (1997)
ndo encontraram essa associagdo entre os pacientes do oeste australiano com doenga

coronéaria documentada.
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1.3.4.2. Caracterizacio da mutagio A1298C no gene da MTHFR

Outra mutagdo no gene da MTHFR também tem sido foco de grande atencdo, a
A1298C, que ocorre devido a substituicdo de uma alanina (A) por uma citosina (C) no
nucleotideo 1298, resultando na substituigdo de um acido glutdmico (Glu) por uma valina
(Val) na proteina processada. Essa mutagdo abole um sitio de restricdo da endonuclease

Mboll e a fregiiéncia alélica é de 0,33% (VAN DER PUT et al., 1998).

A mutagdo Al1298C, como a C677T, também esta associada a atividade
enzimatica reduzida, porém, ndo se observou um aumento plasmatico de Hcy nem uma
diminuicdo da concentragdo plasmética de folato. Essa mutagdo ¢ mais pronunciada em
individuos homozigotos do que em heterozigotos, mas ndo esta associada & uma proteina

termolabil.

A mutacio C677T localiza-se no exon 4 no dominio catalitico amino-terminal
da proteina, enquanto que a A1298C esta localizada no exon 7, posi¢do carboxi-terminal no
dominio regulatério. E provavel que o efeito mais drastico na atividade da enzima MTHFR
com a presenca da mutagao C677T talvez seja uma conseqiiéncia da localizagdo na regiao
catalitica. A segunda poderia afetar a regulagdo da enzima, possivelmente por apresentar
SAM, um inibidor alostérico da MTHFR, que esta ligado a regido carboxi-terminal
(WEISBERG et al., 1998).

As mutacdes no gene da MTHFR que implicam em deficiéncia de folato e estao
presentes em cerca de 12% da populagao normal. Embora a mutagdo A1298C no gene da
MTHEFR nio tenha sido associado com um risco elevado para DTN, porém o resultado da
combinagio de heterozigotos para ambas as mutagdes (C677T e A1298C) apresentem um
efeito que se equivale ao encontrado em paciente homozigotos mutantes para a mutagdo
C677T. com aumento no nivel de Hey, decréscimo no nivel de folato no plasma e aumento
no risco para DTN (VAN DER PUT er dl., 1998). Os efeitos para a presenga de
homozigoto para a mutagdo C677T nos niveis de Hcy podem ser compensados com a
administragdo de acido folico (KANG ef al., 1988; MALINOW et al., 1997). E provavel
que heterozigotos compostos também possam ser tratados com a administragdo de 4cido

folico.
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1.3.4.3. Mutag¢do C677T e A1298C do gene da MTHFR e relacio com
Defeito de Tubo Neural (DTN)

A ingestdo inadequada de folatos durante a gravidez tem sido relacionada com
defeitos na formagdo do tubo neural (spina bifida) em recém nascidos (MRC Vitamin Study
Research Group, 1991).

Estudos da epidemiologia de DTN, mielomeningocele e anencefalia, sugerem
que estas malformagdes tenham uma génese multifatorial, com fatores genéticos e
ambientais. Um dos fatores ambientais com maior importdncia na ocorréncia de DTN € a
administracio periconcepcional de acido folico nas maes. A suplementagdo com acido
folico pode reduzir significantemente a ocorréncia (CZEIZEL e DUDAS, 1992) ¢
recorréncia (MRC Vitamin Study Research Group, 1991) de DTN. O mecanismo para este
efeito protetor ainda ndo é conhecido (CHRISTENSEN ez al., 1999).

A mutagdo C677T foi o primeiro fator genético descrito para o risco de DTN ao
nivel molecular (FROSST et al., 1995). A Homozigosidade para esta mutagdo tem sido
mostrada para individuos com DTN e seus pais (VANDER PUT et al., 1995, 1997;
WHITEHEAD et al., 1995; OU et al., 1996) com atividade enzimatica diminuida.

Essa variante, com deficiéncia enzimatica moderada, é associado ao risco
aumentado para Defeitos de Tubo Neural (DTN) e complicagdes na gravidez e com um
risco diminuido para cancer de célon e leucemia (CHEN et al., 2001). Desse modo, a
maioria das tentativas para solucionar os fatores genéticos que influenciam a etiologia de

DTN focalizou-se no gene da MTHFR (GOYETTE et al., 1994).

Estudos realizados analisando a presenca das mutagdes C677T e A1298C do
gene da MTHFR indicam que a heterozigosidade para ambas as mutagdes esta associado
com uma reducdo na atividade especifica da MTHFR, aumento nos niveis Hcy e
decréscimo nos niveis de folato no plasma. Assim, heterozigotos compostos resultam em
caracteristicas similares como as observadas em homozigotos para a mutagdo C677T (VAN

DER PUT et al., 1998).
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1.3.4.4. Deficiéncia da MTHFR em céancer e leucemia

Metilagdo de DNA ¢ um dos fendmenos quimicos mais intrigantes que afetam o

genoma, e tem um papel controlador de expressao génica.

Alteracdes na metilagio de DNA tém sido observada em muitos tipos de
cancer. A partir disto, podemos supor que a metilagdo anormal pode estar associada as
diferentes formas de expressdo de céncer, uma vez que muitos tipos de células cancerosas

tém apresentado hipometilagdo de DNA. em comparagdo com as células normais.

A ingestdo inadequada de folatos, além de predispor o nascimento de criangas
com defeito de tubo neural, tem demonstrado influenciar o desenvolvimento de cancer,
devido a inducio de ocorréncia de alteragdes citogenéticas e mutagdes, que resultam na

presenga de aberragoes cromossomicas e formacdo de micronicleos (DUTHIE, 1999).

Estudos tém mostrado que individuos com niveis adequados de folato que sao
homozigotos para a mutagdo C677T, tém uma diminui¢do na incidéncia de cancer coloretal
(CHEN et al., 1996; MA et al., 1997). Isso se deve porque cancer coloretal e leucemia sao
derivados de tecidos de répida proliferagdo que tém maior exigéncia para a sintese de DNA,
portanto eles serdo afetados pelo destino metabdlico de acido folico (SKIBOLA er al.,
1999). A etiologia da leucemia ainda permanece desconhecida. Parece que as leucemias sao
causadas por uma interagdo gene-ambiente, com susceptibilidade sendo relacionada a
polimorfismos em genes multiplos, 0 que levou SKIBOLA et al. (1999) a suporem que
possa haver uma correlagdo entre polimorfismo funcional no gene da enzima MTHFR,
devido a associagdo entre niveis de folato e susceptibilidade a danos em células em divisdo
rapida. A redu¢do na atividade da MTHFR diminui a concentragdo de 5-metilTHF e
aumenta os niveis de 5,10-metilenoTHF no citoplasma disponivel para timidilato, um
precursor essencial para biossintese de novo de DNA. A disponibilidade aumentada de
5,10-metilenoTHF na sintese de DNA poderia resultar em quebras nos processos de reparo
na excisio de uracila (base normal de RNA), devido a metilagio deficiente de uridilato
(dUMP) para timidilato (dTMP) envolvido na sintese de DNA (BLOUNT ez al.. 1997).
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Os dados de SKIBOLA er al. (1999) demonstraram que o niveis adequados de
dcido folico e a presenca das mutagdes C677T e Al1298C no gene da MTHFR
desempenham um papel protetor importante no desenvolvimento de leucemia linfoblastica
aguda (LLA) em adultos. NOWAK-GOTTI et al. (1999), encontraram uma possivel
associacdo entre tromboembolismo e LLA em criangas. Entre 301 criancas investigadas, 55
apresentaram um fator pré-trombotico, sendo que 20 criangas apresentaram o genoétipo

mutante para a mutagdo C677T.

Muitos trabalhos tém encontrado que DNA em linfocitos de pessoas com
deficiéncia da MTHFR sdo significantemente menos metilados do que daquelas sem a
deficiéncia (CHOI er al., 1999). Essas observagdes sugerem que o efeito protetor desta
deficiéncia possa estar associada a alteragdes contidas nas concentragdes dos diferentes
congéneres de acido folico contidos dentro da célula, e explica como o efeito protetor

poderia ocorrer, mesmo quando o nivel de folato no plasma for normal (Figura 8).

Distribui¢ao anormal Alteragdo na Alteragdo da
de folato nos tecidos metilagdo de -+ expressdo
Mudanga nos / Pool de PR Rompimento
niveis de folato ~ ——— dinucleotideos _y, - incorporagdo de —p da integridade
nos tecidos ndo balanceado uracil do DNA

\ Btronon eparo / l
Dieta com quantidade de DNA Aumento de
inadequada de folato > DNA
danificado

Figura 8. Efeitos moleculares resultante das diferengas de concentra¢ao de acido félico nas

células
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1.3.5. Mutagio C677T no gene da MTHFR e a mutacio A66G no gene da
Metionina sintase redutase (MTRR), Sindrome de Down e DTN.

A ocorréncia de nascimentos de criangas com sindrome de Down tem sido
associado a enzimas que fazem parte do metabolismo de acido folico, a MTHFR e a

metionina sintase redutase (MTRR) (JAMES et al., 1999; HOOBS et al., 2000).

Essas alteracdes resultam na maioria das vezes em um aumento nos niveis de
Hey e como conseqiiéncia em uma diminuicdo na concentragao de Met, o que resulta na
despropor¢ao de SAM em relagdo a S-adenosilhomocisteina (SAH), levando a
hipometilagio do DNA. Isso poderia predispor a riscos de ndo-disjungdo de cromossomos
na meiose, sugerindo que maes jovens com deficiéncia de dcido folico estariam
predispostas a ter 06citos com cromossomos em duplicata. Tais oocitos quando fecundados
levariam a formacdo de diferentes trissomias (BALAGHI et al., 1993; de CABO et al.,
1994; ROSENBLATT, 1999). Recentemente JAMES er al. (1999) demonstraram que
devido a deficiéncia enzimatica da MTHFR, existe um aumento de risco para o nascimento
de criancas com Sindrome de Down (SD). Estes pesquisadores compararam a freqiiéncia de
mutag¢io C677T na enzima MTHFR entre mies de criangas com Sindrome de Down (SD)
em relacio ao grupo controle. Constaram que esta mutagao pode ser um fator de risco
adicional para ndo disjungdo meidtica em mies jovens. Posteriormente HOBBS et al.
(2000) expandiram os estudos feitos por JAMES et al. (1999). reavaliando essa associag@o
e analisando uma segunda muta¢do materna no metabolismo do folato, na enzima
Metionina Sintase Redutase (MTRR), onde ocorre uma substitui¢io de adenina (A) por
uma guanina (G) no nucleotideo 66, resultando na substitui¢do de uma isoleucina (Ile) por
uma metionina (Met) descrita por WILSON et al. (1999), a qual tem sido ligada a um
aumento de ocorréncia de spina bifida. HOOBS et al., (2000), encontraram um aumento
significativo de homozigotos mutantes GG entre maes de portadores de SD. Juntos, estes
relatos provéem evidéncia preliminar da existéncia de um componente genético na no-
disjunc@o humana, os quais, se confirmado, representariam o primeiro contribuinte genético
conhecido para a segregagdo meidtica incorreta de Cromossomos em nossa espécie
(HASSOLD et al., 2001). Estes resultados sugerem a possibilidade do uso de estratégias

preventivas relativamente simples, com é&cido folico e vitamina B2, o que levou
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HASSOLD et al., (2001) a testarem a freqiiéncia de mutagdo C677T no gene da MTHFR e
da mutagio A66G no gene da MTRR em trissomias dos cromossomos sexuais (47,
XXX/47, XXY) e trissomias de cromossomos autossdmicos (nos cromossomos 2, 7, 10, 13,
14, 15, 16, 18 e 22). Apds comparar a distribuigdo destes genotipos os autores encontraram
um aumento significante de alelos mutantes para a mutagdo C677T no gene da MTHFR
entre mies de conceptos com trissomia do 18, e ndo encontraram nenhuma outra associagédo

dentre as trissomias analisadas.

Do ponto de vista metabolico, se a assertiva de JAMES ef al. (1999) e HOOBS
et al. (2000), estiverem corretas, deveriamos encontrar essa deficiéncia em pacientes com
mosaicismo celular. Um modelo digno de estudo pela alta freqliéncia de casos com

mosaicismo ¢ a Sindrome de Turner, que foi a proposi¢do deste trabalho.
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2. OBJETIVOS
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O objetivo deste estudo foi avaliar a presenga das mutagdes C677T e A1298C
do gene da enzima 5,10-Metilenotetrahidrofolato redutase em portadoras de sindrome de
Turner, verificando se essas mutagdes sdo mais freqiientes nessas pacientes, quando

comparadas a um grupo controle da mesma populag@o.
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3. CASUISTICA E METODOS
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O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina
e apresentou risco minimo s pacientes que deste participaram, a néo ser o desconforto da
pungdo venosa de sangue periférico. As Pacientes com sindrome de Turner foram
selecionadas no ambulatorio de Pediatria do Hospital das Clinicas — UNICAMP. E apds
consentimento (Anexo 1), foram coletados 7 mL de sangue periférico, que posteriormente

foram submetidos a extracio de DNA e subsegiiente andlise molecular.

Foram avaliadas 49 pacientes com sindrome de Turner com idade variavel de 3
a 33 anos, com média de 15,65 anos e desvio padrdo de 6,35 anos, sendo todas caucasoides
com diagnostico clinico e citogenético (cariotipos listados na Tabela III e com relag@o as
mutacdes no gene da MTHFR). O grupo controle foi constituido por uma amostra de 200
individuos adultos, colhidos aleatoriamente com idade de 18 a 51 anos, sendo 110

caucasoides e 90 negroides.

3.1. EXTRACAO DE DNA DE LEUCOCITOS DO SANGUE PERIFERICO

Coletou-se. em dois tubos vacutainer, cerca de 7 mL de sangue periférico de
cada paciente (3,5 mL em cada frasco), contendo, em cada um deles, 54 ul de EDTA a 15%
para impedir a coagulagdo sangiiinea. Centrifugou-se a amostra por 10 minutos a 2000 rpm
4 temperatura ambiente para a separagao do plasma. Em seguida, 500 pl do sedimento de
céluas foi aliquotado, em tubos de polipropileno de 2,0 mL. Adicionou-se 1 mL de tampao
de lise I (Tris-HCI 10 mM pH8,9, KCI 10 mM, MgCR2 10 mM, EDTA 2 mM), e agitou-se
de 10 a 15 segundos em vortex. O sedimento contendo as células nucleadas foi obtido por

centrifugacdo a 6000 rpm, & temperatura ambiente, por 5 minutos.

O concentrado de células (“peller") formado foi ressuspendido com o auxilio de
uma pipeta Pasteur em ImL do mesmo tampao (tampdo de lise I) e nova centrifuga¢ao foi
efetuada, seguindo as mesmas condi¢des descritas acima. Este processo foi realizado

continuamente até a obtencdo de um “peller” sem Impurezas.

A seguir, preparou-se uma mistura de digestdo constituida de 395 pl de tampao
e 5 ul de proteinase K para cada amostra. Adicionou-se 400ul da mistura por amostra.

Homogeneizou-se o “pellet” com auxilio de pipeta Pasteur e agitou-se em vortex por 15
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segundos. A reagdo foi incubada em banho-maria a 55 °C por duas horas. Apds a
incubacdo, adicionou-se 200ul de LiCl 7,5N a cada amostra, agitando-se em vortex € a
seguir a amostra foi acondicionada no freezer -20°C por no minimo 15 minutos.
Posteriormente, centrifugou-se por 10 minutos a 13000 rpm e transferiu-se cuidadosamente
o sobrenadante para novos tubos de polipropileno, evitando transferir qualquer precipitado.
Ap6s a transferéncia, adicionou-se 1 mL de etanol absoluto gelado, homogeneizou-se
invertendo lentamente o tubo de polipropileno, por aproximadamente 50 vezes ou até o
DNA precipitar visivelmente. A amostra foi centrifugada por 5 min a 13000 rpm. Apoés
centrifugacio, desprezou-se lentamente o 4lcool para ndo perder o “pellet”. Finalmente, 0
sedimento foi lavado com 1 mL de etanol 70%. Apos retirada do etanol 70%, o DNA

precipitado foi deixado & temperatura ambiente para secar completamente.

Uma vez seco, o DNA foi ressuspendido em 4gua deionizada estéril. Este DNA
foi colocado em banho-maria a 37°C por doze horas (“overnight”) para ser solubilizado
completamente. A seguir, o 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.

3.2. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A anilise das mutagdes no gene da MTHFR foi baseada na técnica da reag@o
em cadeia da polimerase (PCR) descrita por SAIKI ez al., (1989).

3.2.1. PCR para a mutacdo C 677T

Os iniciadores (primers) especificos para a pesquisa da mutagio C677T foram
os descritos por FROSST et al., (1995): sense (5°-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-
3°) e anti-sense (5’-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’), promovem a amplificacdo de
um fragmento de 198 bp. Apresenga da mutagdo C677T cria um sitio para endonuclease
Hinf I (Fermentas). A reagao da PCR, foi realizada em um volume total de 50ul, contendo
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Tris-HCI 54 mM, MgCl, 5.4 mM, (NHs):S04 13,3mM, 0,8mM de dNTPs, 400ng de cada
iniciador, DNA e 2 unidades de Taq polimerase (GibcoBRL — Life Thecnologies do Brasil).
A PCR constou de uma etapa inicial de desnaturagdo a 94 °C por 1 min, seguido por 38
ciclos de incubagio 94°C (1 minuto), 57°C (2 minutos) e 72°C (2 minutos), com uma
extensdo final realizada a 72°C (7 minutos) (Adaptado de FROSST et al. 1995). A seguir,
15 pl do produto da PCR, foi incubado em uma reagio de digestdo com 0,5 unidades (0,5U)
de Hinf I, mantida a 37°C por 12 horas. Apds a PCR os fragmentos foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida 7%, corado com brometo de etidio para possibilitar a
visualizagdo dos fragmentos. O gene da MTHFR mutado no ponto C677T cliva-se em 2

fragmentos (175 e 23 bp) e quando o alelo normal C677T estiver presente, permanecera
com 198 pb, ndo havendo clivagem do sitio de Hinf 1.

3.2.2. PCR para a mutagio A1298C

Foi utilizado o método descrito por VAN DER PUT et al. (1998). Essa mutagéo

abole o sitio de restri¢do para a endonuclease Mboll.

A PCR foi realizada em um volume total de 50ul contendo 50 ng de cada um
dos seguintes iniciadores: direto (5’—CTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTA—3‘) € reverso
(5’—CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG—3’), 200uM de dNTPs, Tris-HCl 10mM, KCl
50mM, MgCl, 3,0 mM e uma unidade (1U) de Tag DNA polimerase (GibcoBRL — Life
Thecnologies do Brasil), em uma etapa inicial de desnaturaggo a 92°C (2 min), seguida de
35 ciclos de 92°C (1 min), 52°C (2 min) e 72°C (1 min), sendo a extenséo final feita a 72°C
(7 minutos). O fragmento amplificado é de 163 pb, e quando possui a mutagao 1298 ¢
digerido pela endonuclease Mboll (Fermentas), sendo clivado em quatro fragmentos, com
tamanhos de 84, 31, 30 e 18 pb. O alelo normal é clivado em cinco fragmentos de 56, 31,
30, 28, e 18 pb. A anilise dos fragmentos ¢ feita apos coloragdo com brometo de etidio

pelo método de eletroforese em gel de poliacrilamida 20%.
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4. RESULTADOS
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Dentre as 49 pacientes, nove (18,4%) sdo homozigotas mutantes C677T quando
comparadas com 11 (5,5%) individuos do grupo controle. Treze pacientes (26,5%) sdo
heterozigotas C677T, comparando-se com 62 (31%) individuos no grupo controle; 10,2%
pacientes e 7.5% dos controles sao homozigotos C677T; 22,4% das pacientes e 19,5% dos
controles sdo heterozigotos para mutagdo A1298C; 14,5% pacientes ¢ 16,5% dos controles
sio heterozigotos composto; 8,2% das pacientes e 20% dos controles ndo apresentam as

mutacdes estudadas (Tabela IV).

Os cari6tipos das pacientes analisadas bem como 0s resultados da andlise das
mutagdes, encontram-se na tabela I1I. A distribui¢do genotipica e a anilise dos resultados
comparando-se com 0 grupo controle encontram-se na Tabela IV. A analise da amostra
controle se encontra em equilibrio de Hardy-Weinberg (x> = 2,86; 5 G.L.; P = 0,72), bem
como as das pacientes com Sindrome de Turner (x2 = 159 5 GL; P = 090). A
comparagdo geral entre os diferentes alelos da amostra de pacientes com ST em relagao ao
grupo controle ndo demonstrou haver uma diferenga estatisticamente significativa (Tabela
V, x> = 5,50; 2 G.L; P = 0,06394) ¢ quando analisamos os genotipos separadamente
verificamos uma diferenca significativa entre a amostra controle e das pacientes
(xz =12,11; 5G.L.; P = 0,0328). Fazendo uma comparagdo de cada gendtipo verificamos
que ha um predominio de homozigotas C677T na amostra de pacientes com sindrome de

Turner (3*= 14.7; 1G.L.; P<0,001 - Tabela VI).
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Tabela III: Cariétipos das paciente e analise da presen¢a das mutagGes C677T e A1298C

da MTHFR.
Paciente Caridtipo Resultado MYHFR

1 45, X/46, XX, r (X) Heterozigoto 1298

2 45, X/46, XX Homozigoto Mutante 677
3 45, X Heterozigoto Composto
4 45, X Homozigoto Mutante 1298
5 45, X/46, X, i(Xq) Homozigoto Mutante 1298
6 45, X/46, X, 1(Xq) Heterozigoto 677

7 46, X, (X)(ql10) Heterozigoto 1298

8 45,X/46,XX Sem as mutagdes

9 45X Homozigoto Mutante 1298
10 45, X/46, XY Heterozigoto 1298
11 45, X Heterozigoto 1298

12 45,X/46, XX Heterozigoto 677

13 45, X Heterozigoto Composto
14 45, X/46, XX/46, X, i(Xq) Heterozigoto 677
15 45.X Sem as mutagdes

16 47, XYY/45,X Homozigoto Mutante 677
17 45, X/46, X, idic (X) (qter-p22::p22qter) Heterozigoto 677
18 45, X Homozigoto Mutante 677
19 45.X Heterozigoto Composto
20 45, X/46, X, +mar Heterozigoto composto
21 45, X/46, X.del(X)(q11)/46, X, +mar Heterozigoto 677
22 45, X Homozigoto Mutante 677
23 45X Heterozigoto 1298
24 45.X Sem as mutagdes
25 46, X, i(Xq) Homozigoto Mutante 1298
26 45, X/46, XX Heterozigoto 1298
27 45, X Heterozigoto Composto
28 45, X/46, XX/47, XX+13 Heterozigoto 677
29 45, X Homozigoto Mutante 677
30 45. X Heterozigoto 677
31 45,X/46, X + mar Heterozigoto Composto
32 45, X Heterozigoto 677
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33
34
35
36
37
38
39
40

41
42
43
44
45
46
47
48
49

45, X/46, XX
45, X
45, X

45, X/46, X dic(X)/47, X, dic(X) + mar
45, X
45, X/46, XX, Xq

45, X/46,XX

45, X

45,X/46, XX
45, X
45, X
45, X
45, X/46, X, (Xq), 46, X, 1 (?)
45, X/46, X, + mar
45.X
45, X
45, X/46, X, + mar

Heterozigoto 1298
Heterozigoto 1298
Heterozigoto 677
Heterozigoto 1298
Homozigoto Mutante 1298
Heterozigoto 677
Homozigoto Mutante 677

Homozigoto Mutante 677

Heterozigoto 677
Heterozigoto 1298
Homozigoto Mutante 677
Heterozigoto 677
Homozitoto Mutante 1298
Heterozigoto Composto
Sem as mutagdes
Homozigoto Mutante 677
Heterozigoto 1298

Tabela IV: Distribuicdo Genotipica da MTHFR entre as pacientes com Sindrome de

Turner e grupo controle.

Gendtipo N° Pacientes (%) Controles (%)
Homozigoto MutanteC677T n=9(18,4%) n=11(5,5%)
Heterozigoto C677T n=13 (26,5%) n=62 (31 %)
Homozigoto Mutante A1298C n=35 (10,2%) n=15(7,5%)
Heterozigoto A1298C n=11(22,4%) n =39 (19,5%)
Heterozigoto composto n=7(14,3%) n = 33 (16,5%)
Sem as mutacoes n =4 (8,2%) n = 40 (20%)
Total Amostra n =49 n =200
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4.1. ANALISE DA MUTACAO C677T

Neste estudo foram avaliadas apenas a freqiiéncia genotipica de ocorréncia das
mutagdes. Nenhum outro pardmetro foi avaliado, tal como: medidas dos niveis de folato no

plasma e/ou niveis de homocisteina.

No entanto, em nossa amostra 0coITeu um numero elevado de individuos com
alelo mutante C677T — 18,4% (Gréfico I) em relagéo ao grupo controle, este parametro foi
estatisticamente significativo (p<<0,001), Tabela VI. A figura 9 exemplifica o padrdo de

digestdo com a enzima Hinf I para a detecgao da mutagéo C677T

4.2. ANALISE DA MUTAGAO A1298C

A presenga de individuos portadores do alelo mutante A1298C entre nossa
amostra foi de 5 pacientes (10,2%) em comparagdo com 15 (7,5%) do grupo controle. Onze
(22,4%) foram heterozigotas A1298C e 39 (19,5%) heterozigotos A1298C no grupo
controle (Tabela IV). Estes dados néo foram estatisticamente significativos (Tabela VI). A
figura 10 exemplifica o padrdo de digestdo com a enzima Mboll para a detecgdo da
mutacio A1298C.

43. COMBINACAO ENTRE INDIVIDUOS HETEROZIGOTOS COMPOSTOS
(C677T/A1298C)

Encontramos 7 (14,3%) pacientes que apresentaram heterozigosidade para
ambas as mutagdes, entretanto quando comparado 20s 33 (16,5%) individuos encontrados

no grupo controle, este numero nao foi estatisticamente significante (Tabela IV).

4.4. ANALISE ESTATISTICA DA FREQUENCIA DAS MUTACOES
COMPARANDO OS CASOS E O GRUPO CONTROLE

A freqiiéncia genotipica da MTHFR em nosso grupo controle foi previamente
determinada por ARRUDA ef al., (1998).
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5 . 1 e
N6s usamos o Qui-quadrado (i) para a analise de nossos dados. Com base na
analise estatistica observamos que a freqiiéncia do alelo mutante C677T teve um aumento
em nossa amostra e foi estatisticamente significante em relagdo a freqiiéncia encontrada no

grupo controle (Tabela VI — Grafico 1).

Distribuicdo Genotipica da MTHFR entre as pacientes com W
o Sindrome de Turner e Controles. ‘;
: 31 o !
35,0 - 265 | COPacientes | i
300 - 22,4 @Controles |
— [ 19,5 20
ﬁ 25,0 5 18'4 16,5
]
= 14,3
2 200
= | 10,2
g 15,0 { 7,5 8.2
= 5.5
10,0 |
5,0 1
0,0 - : - —
Homozigoto  Heterozigoto 677  Homozigoto Heterozigoto Heterozigoto Sem as
Mutante 677 Mutante 1298 1298 composto mutagdes 677 &
. Genétipo 98

Grafico 1: Distribuicio genotipica da MTHFR entre as pacientes e o grupo controle.
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Tabela V: Comparagdo entre 0s Cromossomos que

carregam as mutagdes € 0S que ndo

carregam mutagdes
Genes Controles Pacientes
N % N %
C677T 117 29,25 38 38,78
AI298C 102 25,50 28 28,57
Normal 181 4525 32 32,57
Total Amostra 400 98
v*=5,50; 2 G.L.; P = 0,06394
Tabela VI: Anélise separada por genotipos
Gendtipo GRUPO AMOSTRA % P
CONTROLE
Homozigoto Mutante C677T 11 9 14,7 * p<<0,001
Heterozigoto C677T 62 13 0,32 0,50<p<0,70
Homozigoto Mutante A1298C 15 5 0,48 0,30<p<0,50
Heterozigoto A1298C 39 11 0,22 0,50<p<0,70
Heterozigoto composto 33 7 0.14 0,50<p<0,70
Sem as mutagdes 40 4 3,43 0,05<p<0,10
Total Amostra 200 49
¥? =12,11; P =10,0328
* dados estatisticamente significativos
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Tabela VII: Andlise das muta¢des segundo distribui¢do cariotipica

Cariétipo Normal Heterozigoto Heterozigoto  Heterozigoto Homozigoto Homozigoto Total
Composto C677T A1298C Mutante Mutante
C677T A1298C
45X 3 4 4 4 6 3 24
Outros 1 3 8 7 3 3 25
Total 4 7 12 11 9 6 49
y*=4,28;5G.L.;P=0,5104
Tabela VIII: Analise dos cari6tipos por numero total de alelos.
Caridtipo Ce677T Al1298C Normal TOTAL
45X 20 14 14 48
Outros 17 16 17 50
Total 37 30 31 98
¥’=0,63; 2 G.L.; P=0,7311
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4.5. RESULTADO DA DIGESTAO MUTAGAO C677T

150 pb—>

Alelo Normal | Alelo Mutante
198 pb 175 pb
23 pb
198 pb 198 pb J

Figura 9: Eletroforese em gel de Poliacrilamida 7% representando a digestao com a
enzima Hinf I para a mutagdo C677T. M - marcador de peso molecular; 1-
Produto da PCR com 198 pb (controle nfo digerido); 2 — Amostra de um
paciente controle com a mutagao C677T em heterozigose; 3 e 4 — Amostras de
pacientes com a mutagao C677T: 5, 8,9, 11, 13 — Amostras de pacientes sem a
mutacdo C677T; 6, 7, 10, 12, 14 — Amostras de pacientes com a mutagao C677T
em heterozigose. Abaixo, quadro com 0 numero de pb de cada fragmento criado
pela agdo da Hinf I em um alelo normal e alelo mutante. O fragmento de 23 pb
ndo € visualizado na figura.
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4.6. RESULTADO DA DIGESTAO MUTACAO A1298C

I 150 pb ;
| 100 pb l.
I |
j - 84 pb |
!% 50 pb sopb |
| |
31/30 pb|
28pb |

Alelo Normal | Alelo Mutante
56 pb 84 pb
31/30 pb 31/30 pb
28/18 pb 18 pb
163 pb 163 pb

Figura 10: Eletroforese em gel de Poliacrilamida 20 %, representando a digestdo da
mutagio A1298C com a enzima Mboll. M - marcador de peso molecular; 1 -
Produto da PCR com 163 pb (controle nio digerido); 2 - Amostra de um
paciente controle, sem a mutacdo 1298; 3, 4 e 5 - Amostras de pacientes com
heterozigose para a mutagdo 1298; 6 e 9. Amostras de pacientes com a
mutagdo 1298; 7 e 8 - Amostras de pacientes sem a mutagdo 1298. Abaixo,
quadro com o numero de pb de cada fragmento criado pela acdo da enzima
Mboll em um alelo normal e alelo mutante. O fragmento de 18 pb ndo €

visualizado na figura.
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No presente estudo, nés avaliamos a presenca das mutacdes C677T e A1298C
do gene da metilenotetrahidrofolato redutase em portadoras de Sindrome de Turner para
verificarmos se essas mutagdes sio mais freqiientes nessas pacientes, quando comparadas

ao grupo controle.

Encontramos um aumento estatisticamente significativo na freqiiéncia de
pacientes com sindrome de Turner homozigotas para a mutagdo C677T (p<0,001) (Tabela
V1), em relagio a proporgdo encontrada entre 0S individuos do grupo controle (ARRUDA
et al., 1998). Nos verificamos que houve também uma quantidade maior de heterozigotas

A1298C, porém estes dados néo foram estatisticamente significativos (Grafico I).

Nossos resultados demonstram que a MTHFR pode estar envolvida nio sO nas
alteragdes cromossomicas relativas a meiose, como também aqueles ocorridas durante a
mitose. O que parece ter sentido, uma vez que 0s estudos em culturas de células humanas,
onde a hipometilagio foi induzida quimicamente com a 5-azacitidina foram encontradas

uma série de alteragdes cromossoémicas (HERNANDEZ et al., 1997).

Encontramos uma grande variabilidade cariotipica em nossa amostra (Tabela
II1). N6s fizemos uma correlagdo entre o cariétipo das pacientes e a presenga ou nao das
mutagdes estudadas (Tabela VII e VIII), porém, em nossa amostra a presenga das mutagdes
C677T e al298C ndo estdo associadas a um tipo especifico de aberragdo cromossomica.
Nio encontramos uma diferenga estatisticamente significativa na presenca das mutagdes
estudadas entre as portadoras do cari6tipo 45X e aquelas com as demais alteragdes

cromossomicas.

O genétipo homozigoto C677T esta associado a uma deficiéncia enzimética da
MTHFR mais grave. E foi justamente esse gen6tipo que encontramos em maior propor¢ao
entre as nossas pacientes. Esse resultado sugere que seria necessario uma deficiéncia

enzimética mais grave para ocorrer erros na divisao celular que poderiam resultar em ST.

O efeito marcante da mutagio C677T na redugio da especificidade e
termolabilidade da enzima e aumento nos niveis de homocisteina no plasma tém sido bem
documentados (FROSST et al., 1995; VAN DER PUT et al., 1995; GOYETTE et al.,
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1996). Estudos recentes tem demonstrado os efeitos em conjunto das mutagdes C677T e
A1298C e como essas alteragdes refletem no metabolismo do acido folico (VAN DER PUT
et al., 1998; WEISBERG ef al., 1998).

Como descrito por VAN DER PUT ez al., (1998) e WEISBERG et al., (1998),
o heterozigoto ¢ o homozigoto para a mutagdo A1298C parece ndo ter um efeito tdo
pronunciado como os mutantes C677T. No entanto, o heterozigoto composto para ambas as
mutagdes (C677T/ A1298C) tem a atividade enzimatica reduzida com niveis elevados de
Hey e niveis de folato diminuidos de modo semelhante aos niveis encontrados em
individuos mutantes C677T.

A reducdo da atividade da enzima MTHFR inibe a via metabdlica do
metiltetrahidrofolato (5-metilTHF) e leva a um aumento de 5-10-metilenotetrahidrofolato
(5-10-metilenoTHF) no citoplasma onde encontram-se disponiveis para timidilato (dTMP),
precursor para biossintese de DNA (Figura 7). Dieta deficiente em folato/metil eleva a
proporgdo de dUMP/dTMP e quebra a fita dupla de DNA em humanos (BLOUNT et al.,
1997), resulta em hipometilagdo (JACOBS et al., 1998) e a um aumento na freqiéncia de
microntcleos em linfocitos (CHOI et al. 1999, SKIBOLA et al., 1999).

VAN DER PUT et al., (1995) demonstraram uma prevaléncia maior de
individuos homozigotos para o alelo mutante C677T em 13% de portadores de Defeito de
Tubo Neural (DTN) e em seus pais (16% entre as maes e 10% entre os pais) € entre 0s
controles (5%), identificando assim a primeira associacao de risco genético relacionado aos
defeitos de fechamento de tubo neural em humanos (DTN). Esses dados foram confirmados
por outros estudos (OU et al., 1995; WHITEHEAD et al., 1995; KIRKE et al., 1996).
Entretanto, esses dados ndo foram confirmados em estudos realizados entre ingleses bem
como em alemdes quando se comparou portadores de DTN e familiares com grupos
controles sem histéria familiar de DTN (PAPAPETROU et al., 1996; KOCH et al.,1998) .

E bem estabelecido que a suplementagdo com folato reduz o risco de fetos com
DTN (BERRY et al., 1999). Embora estudos nos quais a presenga do alelo mutante C677T
no gene da MTHFR demonstrou o aumento de risco para a ocorréncia de DTN, somente
70% dos casos DTN podem ser atribuidos a esta variante genética. Desta forma, esses
dados indicam que outros fatores podem estar envolvidos na ocorréncia de DTN (POSEY
et al. 1996).

Discussdo
64



Evidéncias indicam que a recombinagio anormal durante a profase da meiose I
esta associada com a nio disjungdo, mas os mecanismos que pré-dispdem a ocorréncia de
alteracdo na recombinagio ndo sdo ainda conhecidos. Muitas evidéncias tém sugerido que a
instabilidade na regido centromérica depende de heranga de um padrio especifico nos
processos de metilagdo na regido do centromero, que ¢ fundamental na formagdo do
cinetocoro (KARPEN et al., 1997). Estes indicios levaram JAMES et al. (1999), a langarem
a hipotese de que a atividade reduzida da MTHFR promoveria a hipometilagdo por
decréscimo de SAM, que é o substrato da DNA citosina- 5-metiltransferase, ou por aumento
da SAH, um inibidor por competi¢do da DNA citosina-5-metiltransferase, ou por ambos 0s
mecanismos. Neste estudo os autores demonstraram O risco de ocorrer o nascimento de
uma crianga com SD esta fortemente associada com a presenca da mutagao C677T. Estes
pesquisadores encontraram uma freqiiéncia maior de genotipos heterozigotos entre mies de
criangas com SD, apresentando resultados muito significativos (p<0,03) contrastando com
a distribui¢so da mutagdo C677T entre pais de criangas com DTN, nos quais o aumento de
risco é mais fortemente associado com homozigoto mutante C677T (VAN DER PUT ez al.,
1995). Em nossa amostra também encontramos um aumento significativo de homozigoto
mutantes C677T (18,0%) entre as pacientes com ST, em contraste com 5,5% no grupo
controle (Tabela IV). Em um trabalho recentemente realizado em nosso laboratério com
miaes de portadores de SD, foi encontrado um ntmero aumentado de maes heterozigotas
compostas (C677T e A1298C) (GRILLO et al., 2001).

JAMES et al., (1999) acreditam que uma possivel explicagdo para a prevaléncia
de heterozigosidade nas mies de portadores de SD é que a viabilidade fetal pode ser menor
em mies homozigotas mutantes C677T e pode também variar com o genétipo do feto com
SD. No caso de DTN, bem como no caso da Sindrome de Turner este fendmeno ocorre
devido a uma falha de desenvolvimento pos-concepcional, indicando que ambos 0s
genétipos fetal e paternos podem ser fatores de risco adicionais interagindo entre si. Ja a
ndo-disjungdo meidtica com SD € pré-concepcional ¢ materna em 95% dos casos, € 0

gendtipo e exposicdes ambientais da mae s3o 0s maiores determinantes na SD.

Tanto concentra¢des elevadas de homocisteina como metilagdo diminuida do
DNA tem sido propostos como 0s possiveis mecanismos que levam a falha no fechamento

normal do tubo neural. Entretanto, um estudo recente mostrou que a mutacdo no gene da
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cistationina-B-sintase, resultando na elevagdo das concentragdes de Hcy e Met, n3o esta
associado ao aumento no risco de DTN. Uma vez que o suplemento com acido folico

normaliza as concentra¢des de Hey e tem mostrado reduzir a ocorréncia de DTN.

Deste modo poderiamos questionar se a suplementagdo com acido folico
poderia também estar associado com a redugio na incidéncia de nascimentos de criancas
com ST, j& que em nosso estudo encontramos uma maior incidéncia de pacientes

homozigotas C677T.

Mas vale ressaltar que a freqiiéncia da mutagdo MTHFR na populagdo €
bastante elevada e seria esperado encontrarmos entdo uma incidéncia maior de nascimentos
de criancas com ST, entre as mulheres portadoras de alelos mutantes (C677T) ou até
mesmo a reincidéncia na mesma familia. No entanto. a freqiiéncia elevada de nascidos
vivos com ST com indice elevada de mosaicismo celular, poderia ser uma possivel
justificativa para a sobrevivéncia destes conceptos, nos levando a crer que o gene mutante
C677T da MTHFR sozinho nio ¢ suficiente para ocorréncia da ST, mas pode ser atribuido

como um fator de risco adicional para a ocorréncia de nascimento de criangas com ST.

Ao analisarmos a presenga das mutagdes no gene da MTHFR, ¢ necessério
considerar a ingestdo de acido folico. Se a portadora da deficiéncia possui uma dieta rica
com acido folico, ou mesmo através de ingestao por via oral, teriamos como conseqiiéncia
a manutengdo da via metabdlica do 4cido folico, devido a manutencdo dos padroes normais
de SAM disponivel, ¢ desta forma as reagdes de metilagdo do DNA ndo seriam
comprometidas. Sendo assim, uma dieta pobre em &cido folico poderia ser atribuida como

fator de risco quando associado a presenga da mutagao.

Acreditamos que ao implantar programas governamentais que propéem a
adigio de écido folico em alimentos, bem como a indicagdo e esclarecimento médico as
mulheres da importancia da ingestdo de acido folico antes da fertilizagdo e durante a
gestagdo, além de estarem diminuindo os riscos de nascimentos de criangas com defeito de
fechamento de tubo neural, Sindrome de Down, estariam contribuindo também para a

reducdo na incidéncia de nascimento de criangas com Sindrome de Turner.

Discussido
66



6. CONCLUSAO
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Em nosso estudo constatamos que:

e Hi um aumento de homozigotos mutante C677T entre as portadoras de

sindrome de Turner;

e Aparentemente ndo existe uma associagdo entre a deficiéncia de MTHEFR e
um tipo especifico de aberragao cromossdmica, uma Vvez que em nossas
pacientes observamos uma série de cariotipos diferentes (Tabela III), com
predominio do 45X, onde uma segunda linhagem ndo foi detectada em

cultura de linfécitos;

e Acreditamos que a presenca da mutacao C677T no gene da enzima MTHFR
pode ser considerada como um dos fatores para o nascimento de criangas

com Sindrome de Turner;

e A deficiéncia de MTHFR parece ser um fator de risco importante para

aberracbes cromossomicas ocorridos tanto na meiose, quanto na mitose.
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Henry Turner described Turner’s syndrome (TS) in 1938 and characterized it as
a classical female phenotype associated with a short stature, sexual immaturity, sterility and
other malformations. Evidences exist that methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR)
enzyme mutations related to folic acid metabolism lead to chromosomal aberrations due to
the hypomethylation phenomenon. This study evaluates the frequency of C677T and
A1298C mutations of the MTHFR gene among 49 individuals with TS and 200 control
individuals. An analysis of the results was obtained using the polymerase chain reaction
(PCR), which was followed by specific enzymatic digestion. In this study, 26% of patients
were heterozygous for the C677T mutation, 18% were homozygous for the C677T
mutation, 22% of the patients were heterozygous for the A1298C mutation and 14% were
heterozygous for both C677T/A1298C mutations.

Our results demonstrated a higher incidence of C677T mutant individuals
(p<0.001) in this sample. Suggesting that MTHFR deficiency can be defined as a risk
factor for the birth of TS children.
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DEFICIENCIA DE MTHFR EM PORTADORES DE SINDROME DE TURNER
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ANTECEDENTES (MAE) DURANTE A GESTACAO

Usou acido folico N&o 0 Sim [ Quanto temPO7........cceereiriimresitieniriassinamesastsesns s
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
Departamento de Genética Médica

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA

Titulo do projeto: DEFICIENCIA DE MTHFR EM PORTADORAS DE SINDROME

DE TURNER

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidada a participar em um projeto de pesquisa envolvendo
individuos com Sindrome de Tumer. O objetivo geral do estudo ¢ o de procurar deficientes
para essa enzima , a MTHFR, que pode estar contribuindo para a o nascimento de criangas
com Sindrome de Turner. O sigilo serd mantido em todo o estudo atraves da utilizagdo de

um numero de codigo para a identificagdo dos individuos participantes.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores
participantes fardo perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e familiares. Sera
colhida uma amostra de sangue venoso (7 ml, o equivalente a cinco colheres de sopa).

Hospitalizagdo ndo serd necessaria.
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RISCO E DESCONFORTO:

Uma coleta de 7 ml de sangue venoso sera efetuada. Os riscos associados a esse
procedimento sao minimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no local da
coleta do sangue. O desconforto serd minimo, pois se trata de uma coleta de sangue
geralmente da veia do brago que serd realizado por profissional treinado € devidamente

habilitado para realizar esse procedimento.

VANTAGENS:

Eu entendo que ndo obterei nenhuma vantagem direta com a minha participagao
nesse estudo, a ndo ser o aconselhamento genético para esta deficiéncia. Fui informado que
se for detectada alguma alteragdo génica, serei imediatamente comunicado, sendo que todas
as consegiiéncias serdo devidamente explicadas € meus parentes proximos, se assim

desejarem, poderdo realizar o exame. Qualquer duvida ou informag@o poderei contatar a

UNICAMP no tel. (019) 3788-8907 (Profa. Dra. Carmen Silvia Bertuzzo).

SIGILO:

Fu entendo que toda informagdo médica, assim como os resultados dos testes
genéticos decorrentes desse projeto de pesquisa, serdo submetidos aos regulamentos do
HC-UNICAMRP referentes ao sigilo da informacao médica. Se os resultados ou informagoes

fornecidas forem utilizados para fins de publicag@o cientifica, nenhum nome sera utilizado.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:
Em caso de recurso, dividas ou reclamagbes contatar a secretaria do Comité de

Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas-UNICAMP, tel. (019) 3788-8936.
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RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a minha participagdo é voluntaria e 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 0s riscos ou
desconforto advindos desse projeto de pesquisa. Eu li e/ou me foi explicado, assim como
compreendi esse formulario de consentimento e estou de pleno acordo em participar desse

estudo.

Nome e RG participante ( ou responsavel)

Assinatura do participante (ou responsavel) Data
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RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a

o objetivo do estudo, 0s procedimentos requeridos € 0s possiveis riscos que poderdo advir

do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma

copia desse formulario de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome e RG do pesquisador

Assinatura do pesquisador Data
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