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A Sindrome de Down (SD) e a Sindrome de Turner (ST) sio aberracdes cromossdmicas
muito freqiientes. Ha evidéncias de que mutagfes em enzimas ligadas ao metabolismo da
homocisteina, levariam a aberragdes cromossdmicas, devido a fendmenos de
hipometilagfio. Os principais reguladores enzimaticos no metabolismo da homocisteina sio
Cistationina B-Sintetase (CBS) e Metileno tetra-hidrofolato redutase (MTHFR). E
importante notar que tecidos deficientes de CBS, parecem ser mais sensiveis a reverter
SAHH e aumentar SAH. Estudos recentes mostraram que o aumento de SAH em paralelo
com homocisteina, em mulheres jovens saudaveis foi associado com hipometilacdo de
DNA. O gene da CBS foi mapeado no cromossomo 21q22.3, que tem aproximadamente 25
Kb e 23 exons. A maioria dos defeitos no gene da CBS sfo mutagdes de sentido trocado.
Duas mutagGes sdo ditas como mais freqiientes a 1278T e a G307S. Outra mutacio
freqiientemente encontrada em caucasianos € a 844ins68. No presente estudo foram
analisadas as freqliéncias das mutacOes 844ins68, G307S e I278T no gene da CBS. O
método de anélise foi a Reagfio em Cadeia da Polimerase (PCR) associada a digestfio
enzimatica. A prevaléncia dessas mutacdes foram analisadas em 53 portadoras de ST, em
81 mies de portadores de SD e em 80 individuos controle. Na amostra de pacientes com
ST, a freqiiéncia génica da mutagiio 844ins68 foi de 0.09, da mutagiio G307S, 0.05 e da
mutacdo 12787, 0.08. Entre as mies de pacientes com SD, encontramos: 0.09, 0.05 ¢ 0.09
respectivamente. Nenhuma diferenga estatisticamente significativa foi encontrada em
relagfio & amostra controle. Em relacfio & associagdo com os gendtipos da MTHER, nfo foi
detectada nenhuma associacdo causal. A Unica prevaléncia encontrada foi a do genotipo
C677T/A1298C da MTHFR , indicando ser esse heterozigoto composto um fator de risco

para a Sindrome de Down.
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The most common class of chromosome abnormality is Down Syndrome (DS) and Turner
Syndrome (TS). Several investigators have reported that mutations in the metabolic
homocysteine enzymes are associated with increased risk of chromosome abnormality due
the hypometilation phenomena. The main enzymatic regulators in the metabolism of the
homocystheine are Cystathionine beta-Synthase (CBS) and methylenetetrehydrofolate
reductase (MTHFR). It is important to note that tissues deficient of CBS, are waited to be
more sensible to revert SAHH and to increase SAH. Recent studies shown that the increase
of SAH in parallel with homocystheine, in healthful young women was associated with
DNA hypomethilation. The CBS gene was mapped in the chromosome 21q22.3, has
approximately 25 Kb and 23 exons. The majority mutations the CBS gene are missense.
Two mutations, the 1278T and G307S are said as more frequent. Another mutation
frequently found in caucasians is 844ins68. We analyzed the frequency of the mutations
844ins68, G307S and I1278T in the gene of the CBS. The analysis method was the
Polymerase Chain Reaction (PCR) associated with an restriction enzyme. The prevalence
of the CBS mutations was determined in 81 mothers of DS patients (MDS), 53 patients
with TS and 80 healthy women. In TS patients, the 844ins68 were 0.09, G307S, 0.05 and
1278T, 0.08. In MDS, the frequencies of the mutations were respective: 0.09, 06.05 ¢ 0.09.
The mutations were found in a statistically identical prevalence among control and test
groups. When these findings were related to MTHFR genotypes, they did not show any
preferential association. In this study the only finding were the higher prevalence of
C677T/A1298C of MTHFR, indicating that this composition increased the risk factor for
DS.
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Aneuploidia € a alteragdio patologica mais freqilente da espécie humana,
ocorrendo em cerca de 0,3% de nascimentos e em aproximadamente 50 % dos abortos
espontdneos. E também a causa conhecida, mais comum de retardo mental e abortos
(HASSOLD & JACOBS, 1984).

Recentemente com os avangos das técnicas moleculares, citogenéticas e
reprodutivas, véarios dados tém sido gerados por levantamentos da incidéncia, origem e
etiologia das aneuploidias. (ABRUZZO & HASSOLD, 1995).

‘ As trissomias sf3o as aneuploidias mais freqiientes, ocorrendo em
aproximadamente 4% das gestagdes clinicamente reconhecidas. Entretanto a freqiiéncia dos
nascimentos € de aproximadamente 0,3%, indicando que mais de 90% das concep¢des com
aneuploidias geram abortos espontidneos ou natimortos (JACOBS, 1992). Apenas recém
nascidos que apresentam as trissomias dos cromossomos 13, 18 e 21 e as anormalidades
que envolvem os cromossomos sexuais sfio encontradas em nativivos , as demais sdo

selecionados intra-titero e geram abortos espontaneos(HASSOLD & JACOBS, 1984).

A identificacio de multiplos polimorfismos de DNA, ligados a esses
cromossomos tem sido um meio para determinar mais claramente as origens das trissomias.
Essa metodologia demonstrou que a nfo disjun¢iio materna (80 % dos casos) é a mais
comum causa de trissomias, ocorrendo com o dobro da freqiiéncia durante a meiose I
quando comparada aos erros ocorridos durante a meiose II. Erros na meiose paterna
ocorrem em apenas 10 a 15% dos casos envolvendo a maioria das trissomias
(ABRUZZO & HASSOLD, 1995).

Um fator comprovadamente relacionado com a probabilidade maior da
ocorréncia de uma ndo disjun¢do ¢ a idade materna avangada, o uso de drogas com efeitos
clastrogénico, determinados tipos de radiagdo, a idade paterna mais avancada que a
materna, fatores esses que sugerem que devam existir varios fatores responsaveis ou

co-responsaveis pelo aparecimento de uma nfo disjungo.

Introducdo
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Sindrome de Down

A Sindrome de Down (SD), ou Trissomia do cromossomo 21, é sem divida o
distarbio citogenético e a causa genética mais freqiiente de retardo mental moderado.
Ocorre devido a triplicagdo da regido critica ou de todo cromossomo 21. Em geral, cerca de
1 em cada 800 criancas nascem com a Sindrome de Down, e entre criancas nativivas ou
fetos de mies com idade igual ou superior a 35 anos a incidéncia é ainda maior, 1 em cada
300 criangas (PUESCHEL, 1990).

A trissomia livre do 21 ¢ a forma mais encontrada, porém nfio é a tinica forma
de manifestagfo da SD. Em cerca de 5% dos pacientes, ocorre translocacsio do cromossomo
21 para um outro cromossomo acrocéntrico, mais freqlientemente o 14 ou o 21
(THULINE & PUESCHEL, 1982; HOOK, 1982). A SD por translocacfio nfo mostra
relacdo com a idade materna, mas como dito anteriormente tem um risco de recorréncia
relativamente elevado nas familias, quando um genitor, em especial a mie, é portadora da
translocagdo. Por esse motivo, a cariotipagem dos genitores de criangas com translocagio é
sempre necessdria. O portador dessa translocagdio translocagdo robertsoniana quando
envolve o cromossomo 14 e 21 tem apenas 45 cromossomos, uma vez que um cromossomo
14 e um cromossomo 21 estdo ausentes e substituidos por apenas um cromossomo,
resultante da fusfo céntrica desses dois cromossomos. Teoricamente o portador dessa
translocagédo pode formar seis tipos possiveis de gametas: a) com um cromossomo 14 e um
cromossomo 21 “soltos”, b) com apenas o cromossomo com a translocagio, ¢) com o
cromossomo translocado € um cromossomo 21, d) com apenas o cromossomo 14, €) com o
cromossomo translocado e um cromossomo 14, f) com apenas um cromossomo 21. Os trés
tltimos sdo incapazes de levar a uma prole vidvel. Dos trés primeiros , um é normal, um é
balanceado € um € nfo balanceado (possui um cromossomo 21 translocado e um 21
normal) e em combinagdo com um gameta normal, pode gerar uma crianga com SD por
translocagdo (NUSSBAUM, et al., 2002). Em cerca de 2 a 4 % dos casos de trissomia livre,
podem ser reconhecidos mosaicismo para linhagens normais ao lado de células trissdmicas
(MIKKELSEN, 1977).

Introducdo
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Quando se trata de trissomia livre, a chance dessas mies terem outros filhos
com esta sindrome ¢ de aproximadamente 1:100 e quando se trata de translocag8o, o risco
de recorréncia é bem mais alto (PUESCHEL, 1990).

A idade materna é um fator associado ao aparecimento da Sindrome de Down,
uma vez que a freqiiéncia dessa sindrome aumenta com a idade materna. Por exemplo, o
risco de uma crianga nativiva com SD de mie com idade superior a 30 anos é de 1: 1.000 ¢
com 40 anos é de 9: 1000 (HOOK, 1982; HOOK et al. 1983). Entretanto, apenas 5-8% dos
nascimentos sdo devidos a mies com idade superior a 30 anos o que corresponde a 20% dos
nascimentos na Sindrome de Down. Observa-se um nimero significativo de ocorréncia de
SD em mies com idade inferior a 30 anos, por volta de 80% (JAMES et al. 1999). Como na
reprodugio predomina a fragdo jovem da populagfo, fica facil explicar o niimero maior de

mées jovens, entre as criangas com esta sindrome .

John Langdon Down foi o primeiro a descrever clinicamente essa Sindrome em
1866, na Inglaterra, onde encontrou uma séria de criangas com retardo mental e varias
outras caracteristicas em comum. Langdon Down definiu-as como “idiotia mongdlica”,
baseado no fato que essas criangas assemelhavam-se com pessoas da Mongélia. Mas esse
termo, na década de 60, foi considerado um insulto étnico, e foi modificado para Sindrome
de Down. O fator etiologico permaneceu um mistério durante quase um século. Os
primeiros a sugerirem que a sindrome era de natureza cromossdmica foi Waardenburg e
Bleyer em 1932, que afirmavam que uma anormalidade cromossdmica poderia explicar tais
observagdes, mas naquela época ninguém estava preparado para acreditar que o homem

pudesse ter anormalidades cromossomicas.

Contudo, quando as técnicas de andlise detalhada dos cromossomos humanos
tornaram-se disponiveis, a Sindrome de Down foi uma das primeiras afecgbes a serem
examinadas cromossomicamente. Em 1959, Jerome Lejeune e colaboradores, além de
véarios outros grupos, confirmaram que a maioria das criangas com Sindrome de Down
apresentavam 47 cromossomos € que o membro extra, era um pequeno Cromossomo

acrocéntrico, desde entdo designado como cromossomo 21 (Figura I).
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Figura I - Cari6tipo de trissomia livre do cromossomo 21 (47, XX + 21), utilizando

coloragfo por banda G.

A SD geralmente pode ser diagnosticada ao nascimento ou logo apds, por suas
caracteristicas dismorficas que variam entre os pacientes, mas produzem um fenétipo que
os distinguem. Nos pacientes com SD, ao nascimento, podem ser observadas algumas
caracteristicas como 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 implantagfio baixa com microtia tipica. As fendas palpebrais tém obligiiidade
para cima acompanhadas de prega epicantica e se os olhos sdo claros exibem manchas de
Brushfield ao redor da margem da iris. A boca € aberta, com protuséo da lingua. As méos e
os dedos so curtos e largos, freqiientemente com uma tinica prega palmar transversa (prega

simiesca) com clinodactilia dos quintos dedos devido a uma hipoplasia da falange média e,
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as vezes, com uma unica prega de flexdio. Os pés mostram um amplo espago entre o
primeiro e o segundo dedos, com um sulco estendendo-se nessa regido, na face plantar. Os
dermatoglifos (padrdes de cristas dérmicas) sfo bastante tipicos, com excesso de presilhas
ulnares e trirradios axiais na posi¢io t”. A maior causa de preocupacio na SD € o retardo
mental, que embora no inicio da lactincia seja discreto, torna-se mais claro ao final do

primeiro ano de desenvolvimento (BEIGUELMAN, 1982).

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

felizes e mesmo autoconfiantes a despeito de suas limitagdes.

A cardiopatia congénita esta presente em um terco dos bebés nativivos com a
SD e em uma propor¢do um pouco mais elevada nos abortos com essa trissomia. Cerca de
trés quartos dos conceptos com a SD perdem-se por abortos espontdneos geralmente no
primeiro trimestre da gravidez e muitos nativivos morrem no inicio da vida po6s-natal,
principalmente devido as cardiopatias congénitas. Certas malforma¢des sdo mais comuns
nesta sindrome do que em outros distirbios, como a atresia duodenal e a fistula traqueo-
esofagica. H4 um aumento de quinze vezes no risco de desenvolver leucemia
(FONG & BRODEUR, 1987; ROBINSON, 1992). A senilidade prematura, associada aos
achados neuropatolégicos tipicos da doenca de Alzheimer (atrofia cortical, dilatacéo
ventricular e emaranhados neurofibrilares), afeta os pacientes com SD numa idade precoce
em relagio 4 idade tipica de nmanifestagio na populagdo em geral
(WISNIEWSKI et al., 1985).

Fatores Genéticos

A origem da trissomia do 21 pode ser meidtica ou mit6tica. Muitos erros podem
acontecer durante a divisdo da célula. Na meiose, os pares de cromossomos se separam €
migram para diferentes pélos na divisdo celular, este evento ¢ chamado de "disjungdo".
Porém, ocasionalmente um par de cromossomos nfo se separa (nfo disjungfo), migrando

ambos para um dos pélos. Isto significa que no final da divisio celular, a pessoa tera 24
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cromossomos em uma célula e em outra terd 22. Se um espermatozéide ou évulo com um
numero anormal de cromossomos se funde com um normal, o resultado é que o zigoto

formado apresentard um niimero anormal de cromossomos (NUSSBAUM et al.,2002).

Com relacdo a ndo disjungdo, mais de 400 familias foram estudadas, e os
resultados foram os seguintes: 1- Erros na Meiose, levando a trissomia do 21, sdo
distribuidos em 95% na meiose materna e 5% na espermatogénese; 2- Em 80% dos casos
0s erTos ocorrem na meiose materna, durante a meiose I e estdo associados com idade mais
avangada, sendo responsaveis por cerca de 67 a 73% das trissomias; 3- Erros na meiose II
materna constituem de 20 a 24% dos casos e sdo responsaveis por 18 a 20% de todos os
casos de trissomia livre; 4- Quando raramente era de origem paterna, a freqiiéncia maior era
na meiose II, e as idades paternas e maternas, se encontravam na média da idade
reprodutiva das sociedades ocidentais; 5- Em cerca de 5% das trissomias livres, o
Cromossomo extra originou-se em erro na mitose do individuo, nfio havendo correlagio
com a idade materna, pois a causa foi identificada como sendo erro mitético de duplicagdio
(Mosaico) (ANTONARAKIS er al, 1991,1992; ANTONARAKIS, 1993; SHERMAN
etal, 1991, 1992).

As translocagbes do 21 t (14;21) estudadas, teriam origem nas células
germinativas maternas (PETERSEN et al.,1991; SHAFER et al., 1992), sendo que a média
da idade materna foi de 29 anos. Na transloca¢@o de novo t(21;21), em muitos casos ocorria
a formag8o de um isocromossomo dup(21q) resultante de uma translocagiio Robertsoniana,
causada por uma fusdo de duas crométides heterélogas, de origem tanto materna, quanto
paterna. Nas Translocagdes Robertsonianas verdadeiras t(21;21), o cromossomo extra era
de origem materna (GRASSO et al, 1989; ANTONARAKIS et al, 1990;
SHAFER et al., 1992).

Na trissomia do 21, a presenga extra de um conjunto de genes, leva a
superexpressdo dos genes envolvidos. Para a maioria dos genes, a superexpressio deles tem
pouco efeito devido ao mecanismo de regulagdo dos genes e seus produtos, mas os genes
que causam a Sindrome de Down parecem ser exce¢Ges. H4 muitos anos, os pesquisadores
tém se perguntado se somente uma pequena por¢do do cromossomo 21 precisaria ser

triplicada para causar os fenétipos vistos na sindrome. Esta é chamada de regido critica da
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Sindrome de Down. O mapeamento da regifio do cromossomo que se triplicada, resulta nas
caracteristicas fenotipicas da SD, foi facilitado pelo uso de amostras de DNA de individuos
que tinham trissomia parcial do 21, que as manifestavam ou nio (RAHMANI ef al.,1989;
MCCORNICK et al.,1989; KORENBERG et al.,1993; DELABAR et al.,1993).

O tamanho do cromossomo 21 é estimado em cerca de 50 Mb de DNA. A
analise de seu brago longo revelou a presenga de em média 200 a 250 genes, dos quais 127
correspondem a genes conhecidos, 98  genes prognosticados e 59 pseudogenes
(THE CHROMOSOME 21 MAPPING AND SEQUENCING CONSORTIUM, 2000), mas
é calculado que s6 20 a 50 genes podem ser incluidos dentro da regido critica da Sindrome
de Down (BERG, 1997). Desde a descoberta em 1959, em que uma c6pia a mais do
cromossomo 21 causa a SD (LEJUNE et al., 1959), ele tem sido intensamente estudado, ¢
cerca de 20 loci relacionados a4 doenca foram mapeados no seu brago longo
(THE CHROMOSOME 21 MAPPING AND SEQUENCING CONSORTIUM, 2000).

A regido critica foi mapeada em 21q22. Hé vérios genes localizados nessa
regifio e a correlagfo entre o gene e o fenétipo ainda ¢ altamente especulativa. Levando em
conta a superexpressio dos genes que aparecem triplicados, algumas especulacdes t€m sido
realizadas: Gene SODI, pode causar envelhecimento prematuro e fungdo diminuida do
sistema imune, seu papel no Alzheimer juvenil ainda € especulativo
(ENGIDAWORK & LUBEC, 2001). O gene COL6A1, pode estar associado a doengas do
coracio (DAVIES et al., 1995). ETS2, pode ser a causa de leucemia e anormalidades no
esqueleto (PAPAS et al., 1990; RAOUF & SETH, 2000). CAF1A, pode ser prejudicial para
sintese de DNA (BLOUIN et al., 1996). DYRK, pode ser a causa de retardo mental
(ALTAFAJ et al., 2001). CRYAL, pode ser a causa de cataratas (PANGALOS et al., 1992;
MUNKE et al., 1988). GART, sintese de DNA e reparo (BRODSKY et al., 1997). E CBS,
associada com o metabolismo da homocisteina, desequilibrio metabélico € com o
mecanismo de reparo de DNA. Outros genes também considerados suspeitos incluem APP,
GLURS, S100B, TAM, PFKL, ¢ alguns outros. (VOSATKA, 1995). E importante notar que

nenhum gene ainda foi completamente associado a qualquer caracteristica da SD.
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Sindrome de Turner

A Sindrome de Turner (ST), descrita por Henry Turner em 1938, caracteriza-se
classicamente por um fenétipo feminino associado a baixa estatura, infantilismo sexual com

amenorréia primdria e esterilidade, além de diversas malformactes somaticas.

A baixa estatura é uma caracteristica basica da ST, costuma ser observada
desde o nascimento, mantendo-se, em geral, mais de dois desvios padrio abaixo da média.
H4 uma combina¢do de retardo de crescimento intra-uterino com declinio gradual da
velocidade de crescimento durante a infincia e auséncia do estirfio puberal, sendo

observado, via de regra, atraso de maturagdo Ossea.

Ao exame fisico, sdo comuns diversos sinais dismorficos, tais como face
triangular, fendas palpebrais obliquas para baixo, palato em ogiva, retrognatismo, pavilhes
auriculares inclinados para tras, implantagio de cabelos na nuca e em tridente, pescogo
curto com pregas pterigonucais (pescogo alado), térax em escudo com aumento do
didmetro &antero-posterior, distdncia intermamilar aumentada, encurtamento de quarto e
quinto metacarpianos e metatarsianos, unhas hiperconvexas e nevos pigmentados
principalmente em face, antebrago e térax. Na crianga recém-nascida, é caracteristica a
triade baixa estatura, linfedema de mios e pés e excesso de pele no pescogo
(DE GROUCHY & TURLEAU, 1984).

Sdo freqiientes as malformagdes cardiovasculares (em 50% dos casos),
predominando a coarctagdo da aorta. Apds a introdugfio da ecocardiografia, verificou-se
que existe também uma incidéncia elevada de valvula adrtica bicuspide nessas pacientes
(LIPPE, 1991). Segundo Litvak et al., 1978, as anomalias renais e/ou do sistema urindrio
coletor sdo ainda mais freqiientes (35 a 70% dos casos). Além disso, sdo comuns o
estrabismo, a miopia acentuada e a hipoacusia neurossensorial. H4 um aumento na
incidéncia de doengas auto-imunes, em particular tireoidites, que acabam por determinar
hipotireodismo primario (PAI et al., 1977). O hipogonadismo apresentado pelas portadoras
de Sindrome de Turner ¢ de origem gonadal, acompanhando-se, portanto, de niveis
elevados de gonadotrofinas hipofisarias. Os ovarios sdo substituidos por tecido fibroso

(génadas em fita), com auséncia de elementos da linhagem germinativa. O coeficiente de
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inteligéncia, em geral é normal (DE GROUCHY & TURLEAU, 1984), embora existam
demonstragdes de que as pacientes com ST tenham deficiéncia no desempenho em éreas
especificas, tais como no processamento de espago temporal (SILBERT et al., 1977),
estabilidade de percepgdo (NYBORG et al., 1977), coordenagdo visual-motora e
aprendizagem motora (WABER, 1979). Apesar de todos os pesquisadores concordarem que
existe um déficit cognitivo especifico, as areas de disfuncfo cognitiva presumida diferem
de um relato para outro. Deve-se levar em conta ainda, que a portadora da ST, devido a
baixa estatura e ao hipogonadismo, tende a ser tratada de maneira infantilizada pelos

demais, o que provavelmente prejudica sua auto-imagem e seu desempenho social.

Fatores Genéticos

A ST pode ser ocasionada durante o processo no qual odcitos ou
espermatozodides s3o formados e um dos cromossomos sexuais € perdido. Um embrido que
recebeu apenas um cromossomo Y ndo sobrevive, mas o que recebeu apenas um
cromossomo X, pode sobreviver e originar uma mulher com esta sindrome. O cromossomo
sexual pode ser perdido também durante a embriogénese, originando linhagens celulares
com um tnico cromossomo X, o que € chamado de mosaicismo. Nesse caso a ST pode se
manifestar, dependendo da porcentagem e localizagiio de células 45, X encontradas
(KLECZKOWSKA et al. 1989).

Uma outra possibilidade é um cromossomo X estar fragmentado, ter parte
deletada ou outro problema  estrutural, como  formagio em  anel
(KLECZKOWSKA et al. 1989).

Em termos citogenéticos, em 1954, Polani et al. constataram a auséncia do
corpisculo de Barr em certas pacientes que apresentavam agenesia ovariana mas, somente
em 1959, Ford e colaboradores, entre os quais se encontrava o Prof. Dr. José Carlos Cabral
de Almeida, da Universidade Federal do Rio de Janeiro (FORD et al.,1959), observaram o
caridtipo 45,X nessas pacientes (Figura II), descrevendo a primeira anomalia dos
cromossomos sexuais. Posteriormente, foram detectados outras aberragdes envolvendo esse
cromossomo, com quadro clinico muito semelhante ao das pacientes 45,X e que também

estdo incluidas entre as varia¢des cromossdmicas da Sindrome de Turner .
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Uma compreensdo da sindrome, especialmente qualquer tentativa de
correlacionar fen6tipo com genétipo ¢ dificil de ser feita devido & freqgiiéncia elevada de

mosaicismo  detectavel citogeneticamente presente em individuos recém nascidos
(JACOBS, 1997).

A ocorréncia de nascimento de criangas do sexo feminino com ST é um para
cada 2500 nascimentos (HOOK & WARBUTON 1983; ROBINSON, 1990), desses,
aproximadamente metade das pacientes reconhecidas clinicamente sfo aparentemente nio
mosaicos com constitui¢do 45,X e o restante sd0 mosaicos com uma linhagem 45,X e/ou
uma linhagem estruturalmente anormal de X. 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 fenémeno ¢ comumemente observado em pacientes com ST
(ELIAS et al., 1980), principalmente mosaicos com dele¢do Xp e Xq, e isocromossomos de
brago longo (HOOK e WARBUTON, 1983; ROBINSON, 1990). Essa observacéo tem sido
motivo de muita especulagdio no sentido de afirmar que a presenga de uma segunda
linhagem celular aumenta a probabilidade de sobrevivéncia dos individuos 45X
(WILLIAMS, 1978; HELD et al., 1991,1992). Uma vez que, 1 a 2% de todas as
concepgOes humanas tenham a constituicdo cromossdmica 45,X, cerca de 99% dos
conceptos 45,X sdo abortados espontaneamente, por selecdo intra-uterina contra esses
conceptos (>95%) (HASSOLD et al., 1986), o que levou KELLY et al. (1992) a sugerirem
que a sobrevivéncia de um feto com ST exige a presenga de mosaicismo, embora esse 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 sele¢io que pode encobrir uma nova
linhagem celular (HELD et al., 1992).

Os conceptos 45, X podem estar associados a uma variedade de erros
cromossdmicos. Podem ser conseqiiéncia de nfo separa¢io ou perda do cromossomo sexual
durante a gametogénese em um dos progenitores, com produgio de um espermatozoéide ou
6vulo sem cromossomo sexual. Ainda que os erros da mitose no zigoto normal causam

freqiientemente mosaicismo, a constituicdo 45,X pura pode ocorrer devido a excisio na
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primeira divisdo na anifase, com perda de um cromossomo sexual ou menos provavel, ndo
separagio mit6tica 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 fecundagfio e as primeiras divisSes por excisdo podem ser a causa da freqiiéncia
de embrides 45,X. Existem provas a favor de um erro mitético e nfo meidtico nesta
sindrome, entre elas: a falta de associagdo com idade materna avangada, em contraste com a
Sindrome de Klinefelter; a fregiiéncia de mosaicismo cromossomico sexual; maior
incidéncia de gémeos entre os familiares 45,X e os casos de gémeos monozigéticos nos
quais um dos individuos é XY e o outro & 45,X (WILLIAMS, 1978).

A presenca 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 mosaicos 45,X/46,XX, 5% 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 diagndstico clinico.
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Figura II - Cariétipo de Sindrome de Turner (45,X), utilizando coloragéo por banda G.

A ST nio é causada por uma mutagio e sim resultado da auséncia de um dos
cromossomos X, ou em alguns casos, devido & presenga do cromossomo X com algum tipo
de alteracdio estrutural. H4 evidéncias génicas de que o gene para proteina ribossomica S4,
localizada em Xql13.1 e a deficiéncia de RPS4 desempenhe um papel importante nesta
sindrome (DATABASE GENECARDS, 2003).

A localizagdo exata dos genes no cromossomo X envolvidos na ST, ainda nfo
foram determinadas. Até o momento, existem evidéncias de que haveria um locus para a
formagdo do ovério no brago curto o chamado Bone Morphogenetic Protein 15 (BMP15),
outro para estatura no mesmo brago e também um locus contribuindo para a viabilidade
fetal no braco longo do cromossomo X. Entretanto, ainda sfio necessdrios estudos

aprofundados desta sindrome (HGMD, 2003).
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Cistationina Beta Sintase

Os principais reguladores enzimaticos no metabolismo da homocisteina so
Cistationina B-Sintetase (CBS) e Metileno tetra-hidrofolato redutase (MTHFR). A CBS, ¢
uma enzima homotetramérica, que catalisa a primeira reacfio na transulfuragdo, onde a

homocisteina e a serina sio condensados em cistationina (KLUIJTMANS et al, 1997).

Em geral, a transulfuragdo pode servir para dois propdsitos. Primeiro para
remover metade do enxofre do ciclo da metionina e converter homocisteina para diferentes

substancias e o segundo é o de sintetizar cisteina.

As funcbes essenciais do ciclo, de modo geral, incluem o fornecimento de
metionina para sintese protéica, a reciclagem do metil-tetrahidrofolato, o metabolismo da
colina (via betaina), a geragdo de precursores para reagdes de metilagdo
(S-adenosilmetionina), a formagdio de poliaminas (S-adenosilmetionina) e biossintese de
cisteina via homocisteina (GREICO, 1997; FINKELSTEIN er al. 1988). Deficiéncias
enzimaticas hereditarias ou adquiridas, tanto na via de remetilacdo da homocisteina, como
na sua transulfuracdio, resultam em niveis elevados de homocisteina

(BYDLOWSKI et al., 1998).

A homocisteina é derivada da metionina proveniente da dieta. A metionina
dietética é convertida a S-adenosilmetionina (Ado Met ou SAM) pela enzima metionina-
adenosiltransferase (MAT). A MAT forma uma ligagdo de enxofre de alta energia entre o
carbono 5' da ribose da ATP e o enxofre da metionina. Uma pequena quantidade da Ado
Met é utilizada para sintese de poliaminas, e a maior parte doa seu grupo metil a outros
compostos, incluindo creatina, DNA e RNA. Deste modo, Ado Met é metabolizada em
S-adenosil-homocisteina (SAH) que por sua vez é hidrolisada em homocisteina e adenosina
(BYDLOWSKI et al., 1998).

A homocisteina sintetizada, a partir da metionina, tem dois destinos possiveis:
metabolizagio pela via da transulfuragfo, a cistationina, ou pela via de remetilagdo, a
metionina (UELAND & REFSUM, 1989).
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Aproximadamente 50% da homocisteina € convertida, irreversivelmente a
cistationina, reagfo catalisada pela enzima CBS, dependente do fosfato de piridoxal
(vit. Bg) como co-fator, pela chamada via de transulfuracfio. Nesta reago, a homocisteina
sofre uma condensagdo com serina para formar um tioéster, a cistationina. A reagfio €
alostérica e positivamente regulada pela Ado Met, o que serve para promover a deplecdo de
um excesso de homocisteina, quando os niveis plasmaticos de metionina estfio elevados. A
enzima seguinte na reagfio, a y-cistationinase, hidrolisa a cistationina para gerar cistefna e
a-cetobutirato (Figura III). Esta enzima, como a CBS, é dependente da vitamina Bs

(MUDD et al.. 1995).

Motilacio de DNA, Sin tese de DNA
proteinas e lipideos Acido Folico -
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Figura III - Representacfo grafica do metabolismo do Acido Félico, apresentando as

enzimas chaves no processo
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CBS e Hipometilacdo

A fonte intracelular exclusiva de homocisteina é a hidrolise de SAH pela
enzima S-adenosilhomocisteina hidrolase (SAHH). Das vias metabdlicas capazes de

metabolizar a homocisteina, apenas a reagiio SAHH € reversivel (Figura IIT).

A remog¢do permanente da homocisteina do ciclo da metionina pela CBS é uma
reagdo de via tnica. Embora o equilibrio dinimico da reagiio da enzima SAHH favoreca
fortemente a sintese de S-adenosilhomocisteina (SAH) & sintese da homocisteina, a
eficiente remogdo metabdlica de homocisteina e adenosina por multiplos caminhos,

permite a sintese predominante da homocisteina (FINKELSTEIN, 1998).

A remetilagdo da homocisteina para metionina, predomina sobre a degradagio
catabolica da homocisteina (transulfuragfo), devido a diferen¢a de K, entre metionina
sintase (MS) e a CBS (FINKELSTEIN, 2000). Perturbagdes genéticas ou nutricionais que
atrapalhem a eficiéncia da remocfio do produto da homocisteina ou adenosina, induz a
inversdo da reagdo de SAHH, levando ao actimulo intracelular de SAH (Y1 et al., 2000).

Deficiéncias cronicas em nutrientes como folato, vitamina B, vitamina B,
metionina ou colina podem independentemente ou interativamente desregular o
funcionamento normal do metabolismo e aumentar os niveis de homocisteina
(JAMES et al., 2002).

Polimorfismos nos genes das enzimas envolvidas neste metabolismo, junto com
a deficiéncia nutricional, podem promover doengas cronicas em seres humanos
(BAILEY &.GREGORY, 1999 ; ROCK et al. 2000).

A interagdo gene-nutriente que aumenta o nivel de homocisteina, tem sido
associada com o aumento do risco de doengas cardiovasculares
(CHRISTENSEN et al. 1997) , céncer de colon (LEVINE et al. 2000), nascimentos
defeituosos (ESKES, 1998; JAMES et al, 1999), abortos recorrentes
(HOLMES et al. 1999), demielinizacdo do sistema nervoso central (SURTEES 1998), e
doengas neuropsiquitricas (BOTTIGLIERI, 1996; ARINAMI et al., 1997).
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A conversdo da homocisteina em cistationina, ou metionina, mantém baixa a
concentragdo intracelular de homocisteina. A diminui¢do na producéio da enzima CBS, leva
ao aumento do nivel de homocisteina e consequentemente de SAH
(AL-GAZALI et al.,2001).

A SAH tem alta afinidade de reconhecimento com a regidio catalitica da maioria
das metiltransferases que atuam sobre a SAM. Assim, um aumento na concentracio de
SAH, leva a uma forte inibicdo da metilagio do DNA, RNA, proteina, fosfolipideos,
histonas, neurotransmissores e também ¢é essencial para a viabilidade e fungfio normal das
células (JAMES et al., 2002).

Nas células dos mamiferos existem trés mecanismos para prevenir
potencialmente o acimulo téxico intracelular da SAH livre: pode se ligar a proteinas
intracelulares disponiveis, ser hidrolisada por SAHH ou em altos niveis, levada para o
plasma (KAMANTANI et al., 1993; DUERRE ef al.. 1981). Niveis de SAH refletem o
balango entre as atividades de multiplas metiltransferases, a sintese e hidrélise por SAHH,
na eficiéncia da remogdio de homocisteina e adenosina. E importante notar que tecidos
deficientes de CBS e com nivel elevado de homocisteina, € esperado ser mais sensivel a
reverter SAHH e aumentar SAH (JAMES et al., 2002).

As conseqiiéncias funcionais na reducdo da capacidade de metilagdo, sdo
significativas e incluem: sintese reduzida de neurotransmissores (SCHATZ ,et al., 1981),
desmielinizagdo do sistema nervoso central (SCOTT e al., 1994; MOLLOY et al., 1992),
redugdo da quimiotaxia e fagocitose (LEONARD et al., 1978), alteracdo na composicio da
membrana fosfolipidica (CHIANG et al., 1980; CHIANG & CANTONI, 1979), expressdo
génica (CHIANG, 1998; POGRIBNY er al, 1997) e diferenciagio celular
(AARBAKKE et al., 1986; CHIANG, 1981).

Por ser a reagdo de transulfuragfio, um passo importante para remogdo do
excesso de homocisteina, células deficientes da enzima CBS podem ser mais propensas a
terem aumento do nivel de SAH. Devido a SAM e SAH serem o substrato e produto de
reacdo de metiltransferases essenciais, a razio SAM:SAH ¢ freqiientemente utilizado como
indicador da metilacdo celular.
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Estudos recentes demostraram que o aumento de SAH em paralelo com
homocisteina, em mulheres jovens saudaveis foi associado com hipometilagio de DNA
(JACOB et al., 1998; RAMPERSAUD et al., 1999) .

Fatores Genéticos

Anormalidades no gene da CBS estdio relacionadas com trés anomalias até o
momento descritas. Primeiro, a deficiéncia homozigota é causa cldssica de homocisteintiria
(MUDD et al, 1995). Segundo, a deficiéncia parcial estd envolvida com
hiperhomocisteinemia (CLARKE et al., 1991; BOUSHEY et al., 1995), considerado um
fator de risco para arteriosclerose. Por dltimo, o gene da CBS estd localizado no
cromossomo 21q22.3, regido esta que estd associada com a patogénese da Sindrome de
Down (KORENBERG ef al.,1990).

A enzima CBS ¢ dependente de Vitamina Bg, estd localizado no cromossomo

21 e é importante para a transulfuracdo da homocisteina em cisteina.

O gene da CBS foi mapeado no cromossomo 21¢22.3 (fig. IV)
(SKOVBY et al.. 1984), e é superexpressado em criangas com SD (MUDD et al., 1995;
POGRIBNA et al., 2001). Foi clonado em 1993 (KRAUS et al., 1993) e até esta data, mais
de 60 mutagdes foram descritas (Fig.V). As freqiiéncias dessas mutagdes diferem entre os
diferentes paises (POGRIBNA ef a/.,2001).
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glq22

21q22.3 CBS

Figura IV - Representacdo esquematica do cromossomo 21, apresentando a localizagdo do

gene CBS.
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Figura V - Representagio esquematica das mutagdes encontradas no gene da CBS até

06/2003. Referencia: http://www uchs.edy 1Jem/chs/chsdata/chs map htm
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Este gene tem aproximadamente 25 Kb e 23 exons (fig. VI) (KRAUS, 1998).
Os exons que constituem a regifio codificadora do gene da CBS tem entre 42 e 209
nucleotideos (LONG er al., 1995). O tamanho do intron 4 € por volta de 95 pb e o intron 1 é
de 33 Kb. Os outros introns tem em média 1l4pb até 2,1 Kb
(VAN SANTEN & SPRITZ, 1994).

3 10 15 20 25 30kb

Figura VI - Representagfo grafica do gene da CBS, apresentando a localizacdio dos exons

A deficiéncia homozigotica de CBS tem incidéncia de 1: 57000 — 1: 1000000
(MUDD et al., 2001).

A maioria dos defeitos presente no gene da CBS sio mutagdes de sentido
trocado, levando a substituicio de um aminoécido. Duas mutagdes, a T833C (1278T), que
substitui treonina por isoleucina no codon 278 e G919A (G307S) que substitui serina por
glicina no codon 307 séo ditas como mais freqilentes (HU e al., 1993; TSAI et al., 1996).
Apenas duas mutagles sem sentido foram descritas. Mutagdes de splicing, insergSes e
delecSes também ja foram encontradas. Em média 1/3 das mutagdes estfio localizadas no

exon 3 e 2/3 no exon § (Quadro I).
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Quadro I - Mutagdes mais fregiientes no gene da CBS e localizados nos exons 3 e 8.

Mutacdes Exon Referéncias
C341T (A114V) 3 KOZICH et al. 1993
G374A (R125Q) 3 SEBASTIO et al. 1995

G374A (R125Q) + G393C (E131D) 3 MARBLE et al. 1994

C434T (P145L) 3 KOZICH et al. 1993
T833C (1278T) 8 KOZICH & KRAUS 1992

844ins68 8 SEBASTIO et al. 1995
G919A (G30783) 8 HU et al. 1993

Em caucasianos a mutagio mais comum é a T833C (I278T), sendo associada
com a sensibilidade a piridoxina, junto com a 844ins68 (SOKOLOVA et al.,2001; KRAUS
et al., 1999). Essa insercéo, interrompe a seqiiéncia normal no cédon 282, no nucleotideo
844 do cDNA. No mesmo alelo, antes da inser¢do, no cédon 278, encontra-se a mutacdo
1278T.Essa mutacdo também, localiza-se no exon 8 e tem freqiiéncia de 11,7% em norte
americanos, 7,5% italianos, 18,8% em irlandeses e 16,8% em holandeses

(TSAI et al., 1996; KLUIJTMANS et al.,1997).

A CBS humana estd relacionada com dois co-fatores, o piridoxal 5° fosfato
(PLP) e o heme. Cinco mutagdes estfio localizadas préximas ou no sitio heme
(R58W, H65R, R224H, A226T e R266G/K), oito mutagSes afetam a regido do sitio ativo
da CBS ligado ao co-fator PLP (G148R, N228K, T257M, G259S, E302K, G305R, G307S e
T353M) e seis mutagSes estdo na interface do dimero (P88S, A114V, G116R, 1152M,
E176K E V180A). A maioria dessas mutagdes afeta a atividade da enzima através da
desestabilizagdo na estrutura da proteina, 0 que provavelmente acontece com a mutagdo
mais freqiientemente encontrada, a 1278T. Junto com outra mutagdio freqiiente, a G307S,

elas representam cerca de 40% de todos os alelos mutantes (MEIER et al., 2001).
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Metilagio e Aberracdes Cromossdomicas

Diversos pesquisadores tém sugerido que a instabilidade cromossbmica e a
aneuploidia observadas em tumores humanos relacionam-se com a diversidade de
hipometilagio do DNA gendmico (LENGAUER et al., 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 er al. 1999).

Uma vez que a hipometilagio poderia facilitar o surgimento de aberragdes
cromossdmicas, pensou-se que mées jovens com alteracSes nas vias do metabolismo do
acido folico estariam predispostas a ter o4citos com Cromossomos em duplicata. Tais
oocitos quando fecundados levariam a formacio de diferentes trissomias
(BALAGHLI et al., 1993; DE CABO et al., 1994; ROSENBLATT, 1999). James ef al.
(1999) demonstraram que devido a deficiéncia da MTHFR (Figura ITT) haveria um aumento
de risco para nascimentos de criangcas com SD. Estes pesquisadores compararam a
freqiiéncia da mutagio C677T na enzima MTHFR entre mies de criancas com SD em
relagdo ao grupo controle. Constataram que esta mutacdo pode ser um fator de risco
adicional para a ndo disjuncdo meiGtica em mies jovens. Hobbs et al. (2000) expandiram os
estudos realizados por James et al., (1999), reavaliando essa associagdo e analisando uma
segunda mutacdo materna no metabolismo do folato, na enzima Metionina Sintase
Redutase (MTRR), onde ocorre uma substituicio de adenina por uma guanina na posi¢do
66, ¢ tem sido ligada a um aumento de ocorréncia de espinha bifida. Encontraram um
aumento significativo de homozigotos mutantes MTHFR em mies de SD. Hassold
et al., em 2001 estudaram a freqiiéncia de mutagio C677T do gene da MTHFR e da
mutagdo A66G no gene da MTRR em trissomias dos cromossomos sexuais
(47,XXX/47,XXY) e trissomias presentes nos cromossomos autossdmicos 2,7,10, 13, 14,
15, 16, 18 e 22. Posteriormente em 2002, foram realizados dois estudos que avaliaram a
presenca das mutagdes C677T e A1298C no gene da MTHFR em amostras de portadoras
de ST e mées de portadores de SD e demonstraram um aumento na freqiiéncia do genétipo
C677T/A1298C entre mies de SD e um aumento do genétipo C677T/C677T entre
portadoras de ST em relacdo a um grupo controle, sugerindo a relagdio destas mutagSes
como fator de risco para aberragdes cromossdmicas (GRILLO ef al., 2002 ; SANTOS
et al., 2002).
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Essas evidéncias tém demonstrado uma forte associaciio do ciclo do Acido
folico € das enzimas participantes dele, com a metilagiio, nfo disjun¢éo e instabilidade

cromossomica.
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O objetivo deste estudo foi o de avaliar a presenca das mutagtes 12787, G307S
¢ a 844ins68 no gene da Cistationina $ Sintetase em portadoras de Sindrome de Turner e

em méies de portadores de Sindrome de Down, bem como relaciona-las com a presenca das

mutagdes C677T e A1298C da MTHFR.
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O presente estudo foi aprovado pelo Comité de £tica em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias Médicas e foi classificado como risco minimo s pacientes participantes, a ndo
ser o desconforto da puncdio venosa para a coleta de sangue periférico. As pacientes com
sindrome de Turner foram selecionadas no Ambulatério de Pediatria do Hospital de
Clinicas da UNICAMP e no Centro Médico Especializado (Prof.Dr. Walter Pinto Jr.). Apos
o consentimento das 53 pacientes selecionadas (Anexo), foram coletados 7 mL de sangue
periférico para extragdo de DNA ¢ subseqiiente andlise molecular. As 81 mies de pacientes
com sindrome de Down que participaram deste estudo foram contatadas na Fundagfio
Sindrome de Down em Barfo Geraldo, no Centro de Educagiio Especial Sindrome de Down
da APAE, ambas escolas especiais de Campinas, SP, no Centro Médico Especializado
(Prof.Dr. Walter Pinto Jr.), ou foram encaminhadas pelos Drs. Jodo Nery e Tarcisio
Moura.Q grupo controle foi constituido de 80 mulheres escolhidas aleatoriamente, com

idades proximas as mées dos pacientes com SD.

Analise Molecular

Para a andlise molecular, seguimos os seguintes passos:

1- Coleta do material: 7 mL de sangue;

2- Extragéo de DNA pelo método de Cloreto de Litio e proteinase K;
3- Reagdio em cadeia da Polimerase (PCR);

4- Digestdo enzimética;

5-Eletroforese em gel de agarose a 1.5% e Poliacrilamida a 12%.

1 - Extraciio de DNA de leucécitos do sangue periférico

A extrac@o de DNA foi procedida conforme o método descrito por Woodhead e
colaboradores (1986), com algumas modifica¢des.

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 coagulacfio sangiiinea. Centrifugou-se a amostra por 10 minutos a 2000
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Tpm & temperatura amibiente para a separagio do plasma. Em seguida ao sedimento,
aliquotou-se 500 pL, em tubos eppendorf de 2,0 mL. Adicionou-se 1 mL de tampao de lise
I (Tris-HC1 10 mM pH8,9, KC1 10 mM, MgCI2 10 mM, EDTA 2 mM), ¢ agitou-se de 10 a
15 segundos em vortex. O sedimento contendo as células nucleadas foi obtido por

centrifugacfio a 6000 rpm, a temperatura ambiente, por 5 minutos.

O precipitado de leucdcitos obtido foi ressuspendido com o auxilio de uma
pipeta Pasteur em 1mL do mesmo tampdo (tampdo de lise I), e nova centrifugacio foi
efetuada, seguindo as mesmas condicSes descritas acima. Este processo foi realizado

continuamente até a obtengio de um precipitado de leuccitos sem impurezas.

A seguir, preparou-se uma mistura de digestéo constituido de 395 ul. de tampio
de dsigestdio e 5 pL de proteinase K para cada amostra. Adicionou-se 400pL dessa mistura
por amostra. Homogeneizou-se o precipitado de leucécitos com auxilio de pipeta Pasteur e
agitou-se em vortex por 15 segundos. A reagdo foi Incubada em banho-maria a 55 °C por
duas horas. Apdés a incubagio, adicionou-se 200ul. de LiCl 7,5N a cada amostra,
agitando-se em vortex e 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 eppendorfes, evitando
transferir qualquer precipitado. Apés a transferéncia, adicionou-se 1 mL de etanol absoluto
gelado, homogeneizou-se invertendo lentamente o tubo, por aproximadamente 50 vezes ou
até o DNA precipitar visivelmente. A amostra foi centrifuda por 5 min a 13000 rpm. Apos
centrifugacéo, verteu-se lentamente o dlcool para nfo perder o precipitado de leucdcitos.
Finalmente, o sedimento foi lavado com 1 mL de etanol a 70%. Depois de retirado o etanol
70%, o precipitado de leucocitos de DNA 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, para ser solubilizado completamente. A seguir, o
DNA dissolvido foi analisado em gel de agarose a 0,8% contendo brometo de etidio, em
tamp@o Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X para subsequente visualizacio sob luz ultravioleta.
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2 - Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A analise das mutagdes no gene da CBS foi baseada na técnica da PCR
(SAIKI et al., 1989). Para a PCR do exon 8 do gene CBS, foram utilizados os “primers”

descritos a seguir:

Quadro II - Seq@iéncia de primers utilizados para a PCR do exon 8 no gene da CBS

Primers Seqgiiéncia Exon Tamanhe( pb )
CBS8F 5" CTGCCTTGAGCCCTGAAGCC 3° 8 174
CBS8R 5" CTGGACTCGACCTACCGTCCT 3° 8

A reacdo foi realizada em volume de 50 uL, contendo 10pM de cada
oligonucleotideo, 0.1 mM de cada dNTP, tampdo da enzima e 1,5 U de Taq. A
amplificagdo foi efetuada em aparetho ciclador de temperatura e consistiu de uma etapa de
desnaturagdo inicial de 94 C por 1 minuto, seguida de 30 ciclos de: 94°C por 1 minuto, 62°C
por 2 minutos , 72°C por 1 minuto e uma extensdo final de 72'C por 10 minutos (GIUSTI B,
et al. 1999),

3 - Digestio enzimitica

Apos a PCR foi realizada a digestdo enzimatica com a enzima especifica
{(Quadro III).

A) Para a mutacio 1278T

Uma aliquota do produto da PCR (15ul), foi incubado em uma reagiio de
digestdo com 0,5 unidades de Bse NI, mantida a 65°C durante a noite. A analise foi feita
atraveés de eletroforese, em gel de poliacrilamida 12%, corado com brometo de etidio para
possibilitar a visualizagio dos fragmentos. A CBS mutada, sera clivada em 2 fragmentos

(132 e 42 pb) e quando o alelo normal estiver presente, permanecera com 174 pb, nfio
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havendo clivagem do sitio de Bse NI No caso de ja existir a presenca da outra mutagio
844ins68, A CBS mutada tanto para 1278T quanto para 844ins68 seri clivada em 2
fragmentos (200 € 42 pb) e quando o alelo normal estiver presente, tera 242pb (do alelo

mutado para 844ins68), ndo havendo clivagem para o sitio de Bse NI.
B) Para a mutacio G307S:

Uma aliquota do produto da PCR (1ul), foi incubado em uma reacio de
digestdo com 1 unidades de Alul, mantida a 37°C durante & noite. . A analise foi feita
através de eletroforese, em gel de poliacrilamida 12%, corado com brometo de etidio para
possibilitar a visualizagdo dos fragmentos. A CBS mutada, sera clivada em 3 fragmentos
(81, 49 e 44pb) e quando o alelo normal estiver presente, sera clivada em 2 fragmentos (93
e 81pb).

Quadro I - Demonstrativo das mutagdes presentes no exon 8 do gene CBS investigados,

contendo as enzimas de restrigbes utilizadas nas andlises e tamanho dos

fragmentos obtidos.

Mputacio Primers Exon Enzima de restricao Tamanho ( pb)
12787 CBS8F ¢ CBSSER 8 Bse NI 132e42
G3078 CBS8F e CBS8R g Alul 81,49 ¢ 44

844ins638 CBSSF ¢ CBS8R 8 242

4 — Analise estatistica

Os resulatdos foram analisados estatisticamente através do programa de
estatistica computacional Epilnfo.
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Foram analisados 53 pacientes portadoras de Sindrome de Turner com idade
varidvel de 3 a 36 anos, com média de 18,11 anos e desvio padrio de 7,74, sendo todas
caucaséides com diagnéstico clinico e citogenético. Analisamos também 81 mdes de
pacientes com Sindrome de Down, sendo 77,8 % caucasoides e 22,2 % negroides, com
idade ao nascimento da crianga variando de 16 a 43 anos, com uma média de 31,5 anos,
desvio padrio de 6,11. Uma amostra de 80 individuos adultos, colhidos aleatoriamente, foi
utilizada como grupo controle, com idade varidvel de 16 a 52, com uma média de 30,08

anos e desvio padrio de 6,84.

Os resultados das andlises podem ser observados nas figuras VII, VIIL IX, X e

37%(80)

BY%81)

B%53)

Grafico I - Representagdo do niimero amostral analisado.
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Grafico II - Distribuicdo das amostras em relagfo a etnia

Com relagdio a Sindrome de Down:

No quadro IV, encontram-se sumarizados os resultados com relacdo as mies de
portadores de SD. A freqiiéncia alélica das mutagdes C677T (677) e A1298C (1298) da
MTHER foi igual, ou seja, de 0,32. Com relagio as mutacdes 1278T, G307S e a 844ins68
do gene CBS encontramos as freqiiéncias alélicas de 0.09, 0.05 e 0.1 respectivamente. A
amostra de mles de pacientes com SD nfio se encontra em equilibrio de Hardy-Weinberg
com relagdio ao gene MTHFR, com uma diminuicdo do gendtipo 1298/1298
(ay = 4.77, 0.02<P<0,05) e uma tendéncia de actmulo do gendtipo 677/1298
(xz(l) = 3.32,0.05<P<0,10). Com relagdo ao gene CBS, a amostra também estd em
desequilibrio, com um actimulo do genétipo 844ins68/1278T (Xz(l) = 4995, P< 0.001) e
diminuicdo do gendtipo 844ins68/N (sz = 9.17,0.001<P<0,01) e uma tendéncia de
diminuigdo dos gen6tipos I278T/N (x*u) = 3.23, 0.05<P<0,10). Quando avaliamos os dois
genes juntos vemos que nos genotipos: 677/677 e 844ins68/1278T (x’ny = 4.85,
0.02<P<0,05), 677/1298 e 844ins68/1278T (x*(1, = 10.08, 0.001<P<0,01), 677/1298 & N/N

(sz = 11.33, P< 0.001), onde N ¢ a ausénecia das mutagdes averiguadas, 677/N e
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844ins68/1278T (%) = 4.12, 0.02<P<0,05) e finalmente 1298/N e 844ins68/1278T
(Cay = 66.08, P< 0.001),encontramos desequilibrio. O desequilibrio encontrado no

gendtipo 844ins68/1278T pode ser explicado pelo fato de que muito provavelmente essas

mutagdes estiio ocorrendo em cis (FRANCO et al., 1998). Portanto, com relagio a esse

genétipo ndo devemos levar em consideracfio esse desequilibrio, que alids se repete em

todas as amostras.

Quadro IV - Distribuicio de mies de portadores de SD quanto & idade e gendtipo,

referente as mutacdes 844ins68, G307S e I278T no gene CBS e as
mutagdes C677T e A1298C no gene MTHER.

0- Sem mutagdo / 1- Heterozigoto / 2- Homozigoto mutante

Iniciais do | ldade ao | Resultado | Resnltade | Resultado Resultado Resultado

nome nasc. SD CBS CBS CBS MTHFR MTHFR

844ins68 G3073 I278T Ce77T Al1298C
MCBV 32 0 0 0 2 0
STSS 23 0 0 0 2 0
SBB 29 0 0 0 0 0
JSR 33 0 0 0 i 1
WPS 33 0 0 0 i i
MCPP 33 0 0 0 0 0
CF 29 0 0 i 1 1
RBC 37 0 0 0 1 i
MEG 35 ¢ 0 H 0 1
SHRP 35 0 0 0 i i
MTCM 32 0 a 0 1 1
K 32 0 0 0 0 0
M1 24 0 0 0 1 0
ENS 29 0 g 0 0 1
JRAT 23 1 0 i 0 0
BFS 18 0 0 0 1 0
MBOS 23 0 0 g 0 1
1FB 34 0 0 0 I 1
MAFSG 31 0 0 g i 1
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34
35

16
28

33
22

30
25

20
21

24

28
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34
24
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35
34
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43

35

27
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41
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26

29
29

32

34
35
38
37
34
27

~LSA

AGS
OBS

ANS

MFR

LAF

LMS

MAAS

NSP
EAF

MIMS

JAB

LFL

EAR
LHCG
ECEG

MRMC

RMSR

SSN
VCM

EME
DSC
JGS

EGL
BS

S8
CSB

MAJA

RSO

EM
MCB
CMR
SAPP

Cbw
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RMGC 36 0 0 0 1 1
MCAD 41 0 0 0 0 1
ALCP 28 0 0 0 1 0
TITO 27 0 0 0 0 1
VAA 24 0 i 0 Y i
MAVF 31 0 1 0 0 1
NHS 36 0 0 0 2 0
MAL 38 0 0 0 0 a
KMC 27 0 Q 1 0 1
CN 34 0 0 0 1 i
LARF 28 0 0 0 1 i
APC 35 1 0 0 0 1
DBS 38 0 0 0 1 1
HCST 39 0 0 0 0 i
MIMBP 35 1 0 1 0 i
DBDP 34 0 i 0 0 0
LRG 37 g 0 0 0 2
CGCQ 36 0 0 0 1 0
SMAC 29 0 1 0 i i
ABM 39 0 0 0 1 0
MRBC 39 0 0 0 1 0
FCB 21 0 0 0 2 ]
MEML 39 0 1 0 i 0
MCCS 33 0 i 0 i 0
AIPT 32 0 0 1 0 0
CECA 22 1 1 0 i 0

Com rela¢do a Sindrome de Turner:

No quadro V, encontram-se sumarizados os resultados com relagdo as pacientes
com ST. A freqiiéncia alélica das mutacdes C677T (677) e A1298C (1298) da MTHFR
foram de 0,38 e 0,24, respectivamente. Com relacio as mutagdes 1278T, G307S ¢ a
844ins68 do gene CBS encontramos as freqiiéncias alélicas de 0,1, 0,06 e 0,08,
respectivamente. A amostra de ST se encontra em equilibrio de Hardy-Wemnberg com
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relagdo ao gene MTHFR (xz(s) = (.60, P=0.98). Com relagdo ac gene CBS, a amostra esta
em desequilibrio, com um acimulo do genétipo 844ins68/1278T (x’uy = 31.30, P < 0.001).
Quando avaliamos os dois genes juntos vemos que nos genotipos: 1298/12988 e
844ins68/1278T  (x’ay = 18.88, P< 0.001) e 677/1298 e 844ins68/1278T
() = 52.36, P< 0.001), 677/N e G307S/1278T (x*ny = 4.95, 0.02<P<0,05) e finalmente
N/N e 844ins68/1278T (xz(;) = 6.45, 0.01<P<0,001),encontram-se em desequilibrio.

Quadro V - Distribui¢io de pacientes portadoras de ST quanto a idade e gendtipo referente
as mutagOes 844ins68, G307S e 1278T no gene CBS e as mutacdes C677T e
Al1298C no gene MTHFR.

0- Sem mutacéio / 1- Heterozigoto / 2- Homozigoto mutante

Iniciais do Idade Resultado | Resultado | Resultado Resultado Resultado

nome CBS CBS CBS MTHFR MTHFR

844ins638 G3078 12787 C677T Al1298C
CS 40 0 0 0 1 0
ACL i3 1 0 0 0 1
RKOCA 23 1 0 0 1 0
RNDFS 3 0 0 0 1 0
1FL 7 1 0 0 1 0
VSs 16 0 0 0 ] 1
ERS 20 H 0 0 ] 1
DCS 17 0 0 0 0 0
RSF 25 i 0 0 2 0
IGS 7 0 i 0 i i
MNG i4 1 0 i i 0
IPC 13 ] 0 0 0 1
FLP 18 0 0 0 1 0
MLS 9 0 0 0 0 1
TLN 18 0 1 0 o 0
TCRS 17 0 0 0 i 0
VAC 14 o 0 0 2 0
DNA 13 o 0 0 0 i
JCL i6 0 0 0 2 0

Resuitados
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19
24

19
7
24

25

33

19
12
22

20
21

22

13

28

19
35

22

19

14

24

23

14
17
14

18
23

28

22
36

DRO
ACF

MIISO
ACFN

ISS

MLLO

RSDb

EMCG

S5
GBO

APS

NSC
GAS
GVS
TAM
DFR
SFE
1JFR

TPA

LGP
ACO

PCP
KCF
APR

KCFF

LAB

GSC
LFP
RSBR

RSV
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Com relagio ao grupo controle:

No quadro VI, encontram-se sumarizados os resultados com relagiio ao grupo
controle. A freqiliéncia alélica das mutagdes C677T (677) e A1298C (1298) da MTHFR
foram de 0.26 ¢ 0.22, respectivamente. Com relagdo as mutacdes I278T, G307S ¢ a
844ins68 do gene CBS encontramos as freqiiéncias alélicas de 0.08, 0.06 e 0.08,
respectivamente. A amostra controle encontra-se em equilibric de Hardy-Weinberg com
relagio ao gene MTHFR (s, = 3.64, P=0,60). Com relacio ao gene CBS, a amostra esta
em desequilibrio apenas no gendtipo 844ins68/1278T (12(1) = 2431, P< 0.001). Quando
avaliamos os dois genes juntos verificamos que nos gendtipos: 677/N e 844ins68/1278T
(P = 51.53, P<0.001) e 1298/N e 844ins68/1278T (o = 13.62, P< 0.001), encontram-
se em desequilibrio.

Quadro VI - Distribui¢do dos individuos controles quanto 3 idade e genétipo referente as
mutacGes 844ins68, G307S ¢ I1278T no gene CBS e as mutagdes C677T e
A1298C no gene MTHFR.

0- Sem mutacfo / 1- Heterozigoto / 2- Homozigoto mutante

84

Tniciais do Idade Resultado | Resultado | Resultado | Resultado Resultado
Nome CBS CBS CBS MTHFR MTHFR
844ins68 G3673 2787 Co77T Al1298C
LCB 26 0 1 0 0 1
ELP 26 0 0 0 2 0
KS§ 28 0 0 0 0 1
CAAC 22 0 0 0 0 0
STPS 25 0 0 0 0 0
MPSA 32 0 0 0 1 0
SFL 28 1 0 1 i 0
VPL 42 0 0 0 0 1
RCPO 38 0 g 0 0 2
RA 37 0 1 0 1 0
ALBGM 31 0 H 0 1 0
LHPF 35 0 0 0 0 1
VBE 40 0 0 0 0 1
Resultados




28

38
26
18
24
32
33

18
27
28

32
23

52
39
31

37
27

48

28

38

28

24

27
23

37
31

22

25

50
30
28

29
33

31

25

29

MAS

ICLA
CCPN

EMS
LCIC

NNF

ESF

MSEFB

SAA
MLSC

ABK

iCLA
SM

MLSS

ICO

RCM

BALP

DF

MCCC

Ccp

FAGC
AST
MCA

ENSR

CRCC

PDCC
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(o]

37

23

27

28

28

24

24

26

35

25

25

31

i6
32
34
35
37
26
38
29
38
38
30
24
25

20
25
33
30
24

31

SPSS

INCB
bD

DSs8
ECM

FG

TMVF

GT

MS

HS

IM

AMS

ROB

MIM

CMP

Dp

HPF

LR

MFS

NNS

RLBC

SP
JICM

ACG
GMC
ACP

SPp
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Comparacio entre mies de portadores de SD ¢ amostra controle

Quando comparamos as proporcOes alélicas das mutacdes da MTHFR com a
amostra controle, encontramos diferenca significativa (xz(z} = §.81, P= 0.01) e guando
analisamos cada um dos alelos para verificar onde estava havendo variacio, percebemos
um actimulo de alelos 1298 e diminuigio de alelos sem essas mutagdes na amostra de maes

de portadores de SD (TabelaI) .

Tabela 1 - Comparagdo da proporcéo alélica entre os mutantes 677 ¢ 1298 da MTHFR
pesquisadas entre as 81 MSD e 80 individuos do grupo Controle.

N°. DE ALELOS MSD CONTROLE 1
Ce77T 52 42 1.33, P=0.24
Al1298C 52 35 4.27, P=0.03
N/N 58 83 8.45, P=(.003
TOTAL 162 160 3.81,P=0.01

Com relagdo as mutagGes da CBS, nfo encontramos diferenca em relagéo 2

distribuicdio alélica entre 2 amostra de MSD e controle (3’ = 0.67, P= 0.88) (Tabela II).

Tabela II - Comparacdo da proporgdo alélica entre os mutantes 1278T , G307S e 844ins68
do gene CBS entre as 81 MSD e 80 individuos controle

N°¢ DE ALELOS MSD CONTROLE 1
844ins68 15 13 0.13, P=0.71
G307S 08 10 0.26, P=0.60
1278T 16 13 0.30, P=0.58
N/N 123 124 0.11, P=0.73
TOTAL 162 160 0.67, P=0.88
Resultados
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Com relagdo a distribuigBio genotipica da MTHFR entre MSD e controle
(Tabela III), verificamos uma diferenca significativa (;(_25) = 21.75, P= 0.0005), sendo que

essa diferenca ¢ gerada pelo heterozigoto composto e pelos niio portadores dessas duas

mutacdes.

Tabela HI - Comparagiio da propor¢iio genotipica entre os mutantes 677 ¢ 1298 da
MTHFR entre as 81 MSD e os 80 individuos controle

GENOTIPO

2

MSD CONTROLE x
6771677 08 08 0, P=1
1298/1298 02 07 3.01, P=0.08
677/1298 24 07 11.29, P=0.0007
677N 12 19 2.07, P=0.15
1298/N 24 14 3.28, P=0.07
N/N 11 25 7.24, P=0.01
TOTAL 81 80 21.75, P=0.0005

Com relagdo & distribuicBo genotipica da CBS entre MSD e controle
(Tabela IV), nfio verificamos uma diferenca significativa (x°s; = 8.91, P= 0.11) quando da
analise geral, mas na anilise parcial de cada genétipo, encontramos uma diminuicio de

portadores do genotipo 844/N entre as MSD com relagdo 4 amostra controle.

Tabela IV: Comparagdo da propor¢do genotipica entre os mutantes [278T , G307S e
844ins68 do gene CBS entre 81 as MSD e os 80 individuos controle

F]

GENOTIPO MSD CONTROLE x
278/N 06 07 0.10, P=0.75
844/278 10 06 1.06, P=0.30
844/307 02 0 2.00, P=0.15
307/N 06 10 1.17, P=0.28
844/N 01 07 4.31, P=0.02
NN 56 50 0.79, P=0.37
TOTAL 81 80 8.91, P=0.11
Resultados
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Na comparagdo da associagiio entre os genes MTHFR e CBS (Tabela V),
verificamos apenas diferenca estatisticamente significativa nos portadores do gendtipo
677/1298 e nenhuma alteraciio da CBS.

Tabela V - Comparagio dos gendtipos associados da CBS ¢ MTHFR na amostra de 81
MSD e 80 individuos controle

GENOTIPO MSD CONTROLE %
677/677 ¢
278/N 01 01
844/278 01 00
307N 00 01
844/N 00 01
N/N 06 05
TOTAL 08 08 3.09 P=0.54

1298/1298 ¢

278/N 00 02
307/N 00 01
844/N 00 01
N/N 02 03
TOTAL 62 07 2.06, P=0.86
677/1298 e
278/N 01 00
844/2778 02 00
307/N 01 02
844/N Go 03
N/N 20 02
TOTAL 24 07 16.79, P=0.0021
671N ¢
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278N . . .00 01

844/278 01 04
844/307 01 09
307/N 02 04
844/N 00 02
N/N 08 08
TOTAL 12 19 5.15,P=0.39
1298/N e
278/N 02 00
844/278 03 02
844/307 01 00
3067/N 02 01
844/N 01 00
N/N i3 11
TOTAL 24 i4 3.39, P=0.64
N/N e
278/N 02 03
844/278 01 00
307/N 01 01
N/N 07 21
TOTAL 11 25 3.39, P=0.64
Resultndos
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Uma vez que com esse tamanho amostral a andlise estatistica fica prejudicada,
agrupamos os dados para uma methor analise (Tabelas VI) e confirmamos apenas uma
variacdo no grupo de MSD com gen6tipo 677/1298 sem alteragdes no gene da CBS.

Tabela VI - Comparagio da propor¢do genotipica entre os mutantes 677 ¢ 1298 da
MTHFR ¢ a presenca de alelos mutantes da CBS entre 81 MSD e 80

individuos controle

GENOTIPO MSD CONTROLE 1ou T.EFISHER
677/677
Com alelo mutante CBS 02 03
Sem alelo mutante CBS 06 05
TOTAL 08 08 P=1.0
1298/1298
Com alelo mutante CBS 00 04
Sem alelo mutante CBS 02 03
TOTAL 02 07 P=0.44
677/1298
Com alelo mutante CBS 04 05
Sem alelo mutante CBS 20 02
TOTAL 24 07 P=0.011
677/N
Com alelo mutante CBS 04 It
Sem alelo mutante CBS 08 08
TOTAL 12 i9 1.78,P=0.18
1298/N
Com alelo mutante CBS 11 03
Sem alelo mutante CBS 13 3]
TOTAL 24 14 2.26,P=0.13
N/N
Com alelo mutante CBS 04 04
Sem alelo mutante CBS o7 21
TOTAL Il 25 P=0.21

Resultados
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Quando agrupamos os dados também com relagio aos mutantes MTHFR

(Tabela VII), verificamos o mesmo efeito.

Tabela VII - Comparagio da proporcio genotipica entre os mutantes da MTHER e a

presenga de alelos mutantes da CBS entre 81 MSD e 80 individuos controle

GENOTIPO MSD CONTROLE x*ou T-E.FISHER
2 alelos mutantes da MTHFR e
Mutante CBS 06 12
Sem mutante CBS 28 10
TOTAL 34 22 8.34,P=0.003
1 alelo mutante da MTHFR e
Mutante CBS 15 14
Sem mutante CBS 21 19
TOTAL 36 33 0.03, P=0.85
Nenhum alelo mutante MTHFR e
1 alelo mutante da MTHFR e 04 04
Sem mutante CBS 07 21
TOTAL 11 25 P=0.21
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Comparacio entre pacientes com ST e amostra controle

Quando comparamos as propor¢Ses alélicas das mutacbes da MTHFR com a
amostra controle, ndo encontramos diferenca significativa (xz(z} = 5.68, P= 0.12)
(Tabela VIIT). No entanto, ao analisarmos os alelos separadamente verificamos um excesso

do alelo 677 e uma diminuicio no alelo normal em comparacfio & amostra controle.

Tabela VIII - Comparagiio da proporgdo alélica entre os mutantes 677 ¢ 1298 da MTHFR

entre a amostra de 53 ST e 80 individuos controle

N°. DE ALELOS ST CONTROLE %
Ce77T 40 42 3.94, P=0.047
Al298C 26 35 0.25, P=0.61
N/N 40 83 5.13, P=0.02
TOTAL 106 160 5.68, P=0.12

Com relacdio as mutacdes da CBS (Tabela IX), ndo encontramos diferenga em
relacdio a distribuicdo alélica entre as amostras de ST e controles (12(3) =(.18, P=0.98).

Tabela IX - Comparagio da proporgdo alélica entre os mutantes 1278T, G307S e 844ins68
do gene CBS entre 53 ST e 80 individuos controle

N° DE ALELOS ST CONTROLE 1
844ins68 10 13 0.14, P=0.11
G3078 06 10 0.04, P=0.84
278T 09 13 0.01, P=0.91
N/N 81 124 0.04, P=0.83
TOTAL 106 160 0.18, P=0.98

_ GEKSI Ry f:{:A Fig Y
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Com relagio 2 distribuigio genotipica da MTHFR entre ST e Controle
(Tabela X), ndo verificamos uma diferenga significativa (xz(g} = 6.99, P= (.22). Apenas na
avaliagio individualizada, apareceu uma diminuigiio na proporgdo de portadoras de ST sem
as muta¢cdes MTHER.

Tabela X - Comparagio da proporgfio genotipica entre os mutantes 677 ¢ 1208 da MTHFR

entre 53 ST e 80 individuos controle

GENOTIPO ST CONTROLE 1’on T-E.FISHER
6771677 09 08 1.39, P=0.23
1298/1298 04 07 P=10
677/1298 08 07 1.28, P=0.25
677/N 14 19 0.12, P=0.72
1298/N 11 14 0.22, P=0.63
N/N 07 25 5.68, P=0.01
TOTAL 53 80 6.99, P=0.22

Com relagdio 4 distribuicio genotipica da CBS entre ST e controle (Tabela XI),
ndo verificamos uma diferenca significativa (xz(s) =891, P=0.11).

Tabela XI - Comparacio da propor¢io genotipica entre os mutantes 1278T , G307S e
844ins68 do gene CBS entre 53 ST e 80 individuos controle

GENOTIPO ST CONTROLE %o T.E.FISHER
278/N 02 07 P=0.31
844/278 06 06 P=0.54
307/278 01 0 P=0.39
307N 05 10 0.30, P=0.58
844/N 04 07 P=1.0
N/N 35 50 3.58, P=0.61
TOTAL 53 80 8.91, P=0.11
Resultados
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Na comparagio da associagio entre os genes MTHFR ¢ CBS (Tabela XII), nfo

verificamos diferenca estatisticamente significativa.

Tabela XII - Comparaciio dos genétipos associados da CBS e MTHFR pa amostra de 53

ST ¢ 80 individuos controle

GENOTIPO ST CONTROLE ¥
6771677 ¢
278/N 01 01
307/N 01 01
844/N 01 0t
N/N 06 05
TOTAL 09 08 0.03 P=0.99
1208/1298 ¢
278/N 00 02
844/278 01 00
307/N 01 01
844/N 00 01
N/N 02 03
TOTAL 04 07 3.65, P=0.45
677/1298 ¢
844278 03 00
307/N 02 02
844/N 00 03
N/N 03 02
TOTAL 08 07 6.16, P=0.10
677N e
278/N 01 01
844/278 01 04
307/278 01 00
307/N 00 04
844/N 02 02
N/N 09 08
TOTAL 14 19 6.24, P=0.28
1298/N e
844/278 00 02
307/N 00 01
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844/N _ 01 o0

N/N 10 11
TOTAL 11 i4 3.74, P=0.29
NiNe
278/N 00 03
844/278 01 00
307/N 01 01
N/N 05 21
TOTAL 07 25 5.44, P=0.14

Uma vez que com esse tamanho amostral a anslise estatistica fica prejudicada,
agrupamos os dados para uma melhor analise (Tabelas XIII) e ndo verificamos nenhuma

diferenca.

Tabela XINI - Comparacio da proporcdio genotipica entre os mutantes 677 ¢ 1298 da
MTHFR ¢ a presenga de alelos mutantes da CBS entre 53 ST e 80

individuos controle

GENOTIPO ST CONTROLE %o T.E.FISHER
677/677
Com alelo mutante CBS HE 03
Sem alelo mutante CBS 06 05
TOTAL 09 08 P=1.0
1298/1298
Com alelo mutante CBS 02 04
Sem alelo mutante CBS 02 03
TOTAL 04 07 P=1.0
677/1298
Com alelo mutante CBS 05 05
Sem aielo mutante CBS 03 02
TOTAL 08 07 P=1.0
Resultados

96



677/N

Com alelo mutante CBS a5 11
Sem alelo mutante CBS 09 08
TOTAL 14 19 1.59, P=(.20
1298/N
Com alelo mutante CBS 01 03
Sem alelo mutante CBS 10 it
TOTAL i1 i4 P=0.60
NN
Com alelo mutante CBS 02 04
Sem alelo mutante CBS 05 21
TOTAL 07 25 P=0.58
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Agrupamos os dados também com relagiio aos mutantes MTHFR (Tabela XIV).

Tabela XIV - Comparagio da proporgio genotipica entre os mutantes da MTHFR e a
presenca de alelos mutantes da CBS entre 53 ST e 80 individuos controle

GENOTIPO ST CONTROLE x’ou T.E.FISHER

2 alelos mutantes da

MTHFR e
Mutante CBS 10 12
Sem mutante CBS 11 10
TOTAL 21 22 0.71.P=0.64

1 alelo mutante da

MTHFR ¢
Mutante CBS 06 i4
Sem mutante CBS 19 19
TOTAL 25 33 2.14,P=0.14

Nenhum alelo mutante

MTHFR e
1 alelo mutante da 02 04
MTHFR ¢
Sem mutante CBS 05 21
TOTAL 07 25 P=0.58

Resuliados
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Neste estudo foram avaliadas apenas as freqiiéncias genotipicas de ocorréncia
das mutag3es, nenhum outro pardmetro foi avaliado tal como: medidas dos niveis de folato

no plasma e/ou niveis de homocisteina.

Analise da mutagiio 844ins68

Figura VII - Gel de Agarose demonstrando a andlise da mutagdo 844ins68 da CBS. Na
coluna 1 — marcador de pares de bases molecular de 50 pb, na
coluna 2, 4, 6 ¢ 7 — individuos normais para a mutagfo, colunas 3 ¢ 5 —

individuos heterozigotos para a mutaggo.
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Analise da mutacio G307S

1 2 3 -

174p —»

4+— 93ph
*— Blpb

49pb

#

44pb

Figura VIII - Gel de Poliacrilamida 12%, demonstrando a digestdo da mutagio G307S da
CBS, com a enzima de restri8o 4/u I. Na coluna 1 — marcador de pares de
bases molecular de 50 pb, na coluna 2, —controle ndo digerido,
colunas 3 — individuos normal para a muta¢io e na coluna 4 — individuo

heterozigoto para a mutagio.
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Analise da mutacio 12787

242pb__,
174pb __, <«— 200pb
< 174pb
¢ 42pb

Figura IX - Gel de Poliacrilamida a 12%, demonstrando a digestdo da mutagdo I278T da

CBS, com a enzima de restrigio BseNI. Na coluna 1 — controle nfo digerido

de uma amostra heterozigota para a mutagdo 844ins68, na coluna 2 ¢ 4 —

individuo heterozigoto para a mutagfo, colunas 3, 5 e 6 — individuos normais

para a mutagao.
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Analise da mutac¢io C677T

200gh 198 ph

175 ph

10Gph

Figura X - Gel de Poliacrilamida a 7%, demonstrando a digestdo da mutagdo C677T, com
a enzima de restricdo Hinf [, onde: na coluna 1- temos marcador de pares de
bases molecular; coluna 2- controle nfo digerido; coluna 3- individuo
heterozigoto; nas colunas 4 e 5- individuos Homozigotos mutante; coluna 6-

individuo sem a mutagdo; coluna 7- individuo Heterozigoto.
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Anilise da mutagio A1298C

150pb

100pb
84pb

50pb 56pb
3ipb
28pb

Figura XI - Gel de Poliacrilamida a 12%, demonstrando a digestio da mutagdo A1298C,
com a enzima de restricio Mbo II, onde: na coluna 1- marcador de pares de
bases molecular; coluna 2- controle nfio digerido; colunas 3 e 8- individuos

normais; coluna 4, 5 e 6- individuos Heterozigotos; coluna 7- individuo

Homozigoto mutante.
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No presente estudo, nds avaliamos a presenca das muta¢des 844ins68, G307S ¢
127871 do gene da CBS em portadoras de Sindrome de Turner e mies de portadores de
Sindrome de Down para verificarmos se essas mutagdes poderiam ser consideradas um

fator de risco para o nascimento de criangas com SD e ST.

Dois estudos anteriores sugerem uma possivel ligacio entre SD e o
metabolismo anormal do folato (JAMES er al,1999; HOBBS er al, 2000). Nesses estudos,
em mées de criancas com SD foram encontrados aumento da freqiiéncia da mutagio C677T
da MTHFR, A66G da MTRR e um aumento dos niveis de homocisteina plasmética.
(VAN DER PUT et al,1995; WILSON et al,1999).

Embora estudos demonstrem que a presenga do alelo mutante C677T no gene
da MTHEFR resulte em um aumento de risco para defeito de tubo neural (DTN), somente
20% 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).

HOBBS et al,(2000), sugerem que a associa¢fio entre deficiéncia de folato ¢
hipometilagio, dando suporte para a possibilidade de que o aumento na freqiiéncia das
mutagdes da MTHFR e MTRR, podem estar associadas com a nfio disjungéio cromossomica
¢ a SD. Acredita-se que a realizagfio de mais estudos sejam necessarios para validar esses
resultados e bem como a realizacdo de investigacfio em outros genes candidatos envolvidos
no metabolismo do folato.

Evidéncias indicam que a recombinacfo anormal durante a profase da meiose I
esta associada com nfo disjungiio, mas os mecanismos que predispdem alteragdo na
recombina¢do ndo sdo conhecidos. Muitas evidéncias tém sugerido que a instabilidade na
regido centromérica depende de heranga de um padrfio especifico nos processos de
metilacdo na regiio do centrdmero, que € fundamental na formacio do cmetocoro
(KARPEN et al., 1997). Estes indicios levaram RAMSBOTTOM, et al., (1997) a langarem
a hipotese de que a MTHFR e outras enzimas, como a CBS, do metabolismo da
homocisteina com atividade da enzima reduzida, promoveria a hipometilacio por

decréscimo de SAM, ou por aumento da SAH, ou por ambos os mecanismos. Neste estudo
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os autores demonstraram dados que indicam que o risco de ter uma crianga com DTN ndo
estd significativamente associada com mutagdes no gene da CBS e quando comparado com
gendtipo da MTHFR, néio confere maior risco para DTN. Em contradigfio a este resultado,
GIUSTI et al., (1999) sugerem que a mutacio 844ins68 pode ser mais patogénica, quando
associada 4 outra mutagfo do gene da CBS e/ou quando associada a mutacGes na MTHFR,
principalmente quando associado, a homozigose para a mutagio C677T. E que somente
heterozigose para esta inser¢do ndo ¢ um fator de risco para DTN, mas quando individuos
sdo homozigotos para a mutacdo 844ins68 em ambos os loci tém risco aumentado de cinco
vezes (BOTTO L.D.,MASTROIACOVQ P., 1998).

SPEER et al., (1999) demonstraram que nfio ha evidéncias para a interagio de
heterozigotos para 844ins68 e homozigotos MTHFR em mies e pais de criangas com DTN
e concluiram que esses genes independentes ou juntos, nio mostram relacdio na etiologia

dos DTN em americanos caucasodides.

FRANCO et al., (1998) observaram que a mutagio 844ins68 do gene da CBS,
tem prevaléncia elevada na populagfo brasileira, semelhante a freqgiiéncias encontradas em
outras populacdes, anteriormente descrito por TSAI et al., (1996) que demonstram uma
freqiiéncia elevada de heterozigotos para esta mutagiio em populacdes normais de norte
americanos, italianos e irlandeses, assim como nosso estudo também confirmou essa alta
prevaléncia da mutacgfo 844ins68 na nossa populagio. No estudo de FRANCO, realizado na
populagdo brasileira, foram encontrados 13,5% de heterozigotos entre caucasbides e uma
prevaléncia elevada entre negréides, 37,7% de heterozigoze ¢ 4% de homozigoze. Outro
achado interessante ¢ que em todos 0s casos, junto com a inserglio, ocorria em cis a
mutacdo 1278T. Em nosso estudo a prevaléncia da insercio foi de 28.39% em MSD,
18.86% em pacientes com ST e 16.25% na amostra controle. Se compararmos os resultados
encontrados por FRANCO, com os do presente estudo, apenas quando comparamos a
prevaléncia dessa inser¢do em MSD e a prevaléncia encontrada em brancos por FRANCO,
encontramos diferengas significativas (y°g, = 6.90, P=0.008). Mas se lembrarmos que na
amostra de MSD, temos 22.2% de negréides e corrigirmos as prevaléncias de FRANCO

para comparamos com nossa amostra, essa diferenca desaparece ('’ = 2.25, P=0.13).
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RAMSBOTTOM et al, (1997) estudaram a relagfio entre as mutacbes mais
comuns da CBS e o aumento do risco de DTN e propuseram o estudo das mutagdes G3078S,
e 844ins68 associada com I278T e também a associagdo destas mutagdes em combinacio
com a C677T em homozigose da MTHFR para o risco de DTN. Nesse estudo ndo foi
identificado nenhuma diferenca na freqii€ncia dos alelos encontrados para o grupo de
estudo e o grupo controle, a mutacio 844ins68-1278T foi encontrada em uma freqiiéncia de
17,6% para as amostras de estudo e 18,8% nos casos controles e nfo indicou nenhuma
significdncia estatistica. Quando investigaram a relagfio entre os homozigotos MTHFR e

portadores de 844ins68-1278T, a diferenca também néo foi estatisticamente significativa.

Com relacfio & Sindrome de Down ¢ a Sindrome de Turner, esse € o primeiro
estudo que procura mutacdes no gene da CBS em associagio com mutacdes no gene da
MTHFR.

Nosso estudo confirmou a influéncia do heterozigoto composto da MTHFR
(C677T/A1298C) na Sindrome de Down (¥’ = 11.29, P=0.0007), mas nossos resultados
sdo contrarios a uma influéncia do gendtipo CBS, nem mesmo associado com a MTHFR.
No entanto, no gendtipo MTHFR A1298C/N, encontramos 45% das MSD com associacio
de um alelo mutante da CBS, contra 21% da amostra controle. Se considerarmos que em
uma amostra de 24 MSD, respeitando a propor¢ie encontrada na amostra controle,
esperariamos encontrar 5 individuos com um alelo mutante CBS. Se fizermos um
qui~quadrado simples (7.2) , verificamos que p estaria entre 0.01 e 0.001. No entanto,
quando analisamos esses dados em uma tabela 2 X 2 (Tabela VI), o qui quadrado nfo foi
significativo, indicando a hipotese de que isso ocorra devido ao tamanho amostral
Portanto, com um aumento da casuistica, esse fator deve aparecer como tendo uma certa

importancia na ocorréncia da SD.

Com relagdo a ST, verificamos haver uma diminuic8o frente ao grupo controle
das amostras que n#o possuiam nenhuma das mutacées da MTHFR. Isso pode representar
um acréscimo entre os mutantes, distribuido entre os varios genétipos, de tal maneira que
esse efeito acaba por se dissolver entre os vérios genotipos. De qualquer forma, com um

aumento da casuistica esse efeito poderia ser confirmado.
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Concluindo, percebemos que muta¢bes na MTHFR parecem ter um efeito mais
pronunciado como fator de risco, tendo as mutagSes da CBS estudadas, um pequeno ou
nenhum valor na etiologia da SD e da ST.
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~ A prevaléncia das mutacbes 844ins68, G307S e I278T, entre mies de

portadores de SD e em pacientes com ST ¢ semelhante & encontrada na populagdo normal;

- Néo encontramos um gendtipo de maior prevaléncia com relacio as mutacdes

844ins68, G307S ¢ I1278T do gene CBS em mies de portadores de SD e pacientes com ST;

- Confirmamos o genétipo C677T/A1298C como fator de risco para a Sindrome

de Down;

- Nio encontramos uma associagio marcante entre as mutagdes 844ins68,
G307S e I278T do gene CBS e gendtipos da MTHFR. Parece haver uma tendéncia a
associagiio do genotipo A1298C/N mais um alelo mutante da CBS em mées de portadores
de SD.

Conclusdes
113



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

113



AARBAKKE, J; MIURA, G. A; PRYTZ, P. S; BESSESEN, A.; SLORDAL,
L.;GORDON R. K.; CHIANG, P. K. Induction of HL-60 cell differentiation by 3-deaza-
aristeromycin, an inhibitor of S-adenosylhomocysteine hydrolase. Cincer Res, 46: 5469—
72, 1986.

ABRUZZO, A. M.; HASSOLD, J. T. Etiology of nondisjuction in humans. Envron Molec
Mutag, 25: S38-47, 1995.

ALTAFAJ, X.; DIERSSEN, M.; BAAMONDE, C.; MARTI, E.; VISA, J.; GUIMERA, JI.;
OSET, M.; GONZALEZ, J. R; FLOREZ, J.; FILLAT, C.; ESTIVILL, X.
Neurodevelopmental delay, motor abnormalities and cognitive deficits in transgenic mice

overexpressing DyrklA (minibrain), a murine mode! of Down's syndrome. Hum Mol
Genet, 10(18):1915-23, 2001.

ANTONARAKIS, S. E.; ADELSBERGER, P. A.; PETERSEN, M. B.; BINKERT, F.;
SCHIZEL, A. Analysis of DNA polymorphism suggests that most de novo dup(219)

chromosomes in patienys wivh Down syndrome are isochromosomes and not translocation.
Am J Hum Genet, 47: 968-72, 1990.

ANTONARAKIS, S. E.; LEWIS, J. G.; ADELSBERGER, P. A.; PETERSEN, M. B;
SCHINZEL, A. A.; BINKERT, F.; SCHIMID, W.; PANGALOS, C.; RAOUL, O
CHAKRAVARTI, A.; HAFEZ, M.; COHEN, M. M.; ROULSTON, D.; SCHUWARTZ, S.;
MIKKELSEN, M.; TRANEBJAERG, L.; GREENBERG, F.; HOAR, D. I.; RUDD, N. L,;
WARREN, A. C; METAXOTOU, C.; BARTSOCAS, C; DOWN SYNDROME
COLLABORATIVE GROUP. Paternal origen of the extra chromosome in trissomy 21
using DNA polymorphism analysis. New Eng J Med, 324: 872-6, 1991.

ANTONARAKIS, S. E.; PETERSEN, M. B.; MC INNIS, M. G. The meiotics stage of
nondisjunction in trissomy 21: determination by using DNA polymorphisms. Am J Hum
Genet, 50: 544-50, 1992.

ANTONARAKIS, S. E. Human chromosome 21: genome mapping and exploration circa
1993. Trend Genet, 9: 142-8, 1993,

Referéncias Bibliogrdficas
117



ARINAMI, T.; YAMADA, N;YAMAKAWA-KOBAYASHI, K.; HAMAGUCHI, H.:
TORU, M. Methylenetetrahydrofolate reductase variant and schizophrenia/depression. Am
J Hum Genet, 74: 526-8, 1997.

BAILEY, L. B.; GREGORY, J. F. Polymorphisms of methylenetetrahydrofolate reductase
and another enzymes: metabolic significance, risks and impact on folate requirement. J
Nutr, 129: 919-22, 1999.

BALAGHI, M.; WAGNER, C. DNA methylation in folate deficiency-use of CpG
methylase. Biochem Biophy Res Commun, 193:1184-90, 1993.

BERG, B. O. Chromosomal Abnormalities and Neurocutaneous Disorders. Clinical
Neurology, 614-5, 1997.

BEIGUELMAN, B. Citogenética Humana - Editora Guanabara Koogan, S.A., Rio de
Janeiro, 1982.

BLOUIN, J. L.; DURIAUX-SAIL, G.; CHEN, H.; GOS, A.; MORRIS, M. A.; ROSSIER,
C.; ANTONARAKIS, S. E. Mapping of the gene for the p60 subunit of the human
chromatin assembly factor (CAF1A) to the Down syndrome region of chromosome
21.Genomics, 33(2): 309-12, 1996.

BOTTIGLIERI, T. Folate, vitamin B12, and neuropsychiatric disorders. Nut Rev, 54: 382-
90, 1996.

BOTTO, L. D.; MASTROIACOVA, P. Exploring gene-gene intractions in the etiology of
neural tube defects. Clin Genet, 53: 456-9, 1998.

BOUSHEY, C. J; BERESFORD, S. A. A.; OMENN, G. S.; MOTULKY, A. G. A
quantitative assessment of plasma homocysteine as risk factor for vascular disease.
Probable benefits of increasing folic acid intakes. JAMA, 274: 1049-57, 1995.

Referéncias Bibliogrdficas
118



BRODSKY, G.; BARNES, T.; BLESKAN, J.; BECKER, L.; COX, M.; PATTERSON, D.
The human GARS-AIRS-GART gene encodes two proteins which are differentially
expressed during human brain development and temporally overexpressed in cerebellum of
individuals with Down syndrome. Hum Mol Genet, 12: 2043-50, 1997.

BRUBACKER, G.; MULLER-MULLOT, W.; SOUTHGATE, D.A.T. Methods for the
Determination of Vitamins in Food, Recommended by COST 91, Elsevier Applied
Science Publischers, New York, 1985.

BYDLOWSKI, P. S.; MAGNANELLI, C. A.; ALENCAR, F. Hiper-homocisteinemia e
doengas vaso-oclusivas. Arq Bras Cardiol, 71(1): 69-76, 1998.

CZEIZE, A.E.; DUDAS, 1. Prevention of the first occurrence of neural tube defects by
periconceptional vitamin supplementation. New England Journal of Medicine, 327 (226):
1832-5, 1992.

CLARKE, R.; DALY, L.; ROBINSON, K.; NAUGIEN, E.; CAHALANE, S.; FOWLER,
B.; GRAHAM, l. Homocysteinemia: a risk factor for vascular disecase. N Engl J Med, 325:
967, 1991.

CHIANG, P. K.; CANTONI, G. L. Perturbation of biochemical transmethylations by 3-

deazaadenosine in vivo. Biochem Pharmacol, 28: 1897-1902, 1979.

CHIANG, P. K.; IM, Y. S.; CANTONI, G. L. Phospholipids biosynthesis by methylations
and choline incorporation: effect of 3-deazaadenosine. Biochem Biophys Res Commun,
94: 174-81, 1980.

CHIANG, P. K. Conversion of 3T3-L1 fibroblasts to fat cells by an inhibitor of
methylation: effect of 3-deazaadenosine. Science, 211: 11646, 1981.

CHIANG, P. K. Biological effects of inhibitors of S-adenosylhomocysteine hydrolase.
Pharmacol Ther, 77: 115-34, 1998.

Referéncias Bibliogrdficas
119



CHRISTENSEN, B.; FROSST, P.; LUSSIER-CACAN, S.; SELHUB, J.; GOYETTE, P.;
ROSENBLATT, D.S.; GENEST, J.; ROZEN, R. Correlation of a common mutation in the
methylenetetrahydrfolate reductase gene with plasma homocysteine in patients with
premature coronary artery disease. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 17: 569-73, 1997.

DALY, S.; MILLS, JR.; MOLLOY, AM.; CONLEY, M.; LEE, Y.J.; KERKE, PN.;
WEIR, D.G.; SCOTT, J.M. Minimum effective dose of folic acid for food fortification to
prevent neural-tube defects. Lancet, 350: 1666-1669, 1992.

DANG, J.; ARCOT, J.; SHRESTHA, A. Folate retention in selected processed legumes.
Food Chemistry, 68 (3): 295-8, 2000.

DATABASE GENE CARDS: banco de dados. Disponivel  em:
<1tp://bicinformatics. weizmann.ac.il/cards/index. Iml> Acesso em: 10/01/2003.

DAVIES, G. E.; HOWARD, C. M.; FARRER, M. J.; COLEMAN, M. M.; BENNETT, L.
B.; CULLEN, L. M.; WYSE, R. K.; BURN, J.; WILLIAMSON, R.; KESSLING, A.M.
Genetic variation in the COL6Al region is associated with congenital heart defects in
trisomy 21 (Down's syndrome). Ann Hum Genet, 59 (3):253-69, 1995.

DE GROUCHY, J; TURLEAU, C. Clinical Atlas of Chromosomes. John Wiley & Sons,
Nova Iorque, 1984.

DELABAR, J. M.; THEOPHILE, D.; RA2ANI, Z.; CHETTOUH, Z.; BLOUIN, J. L.;
PRIEUR, M.; NOEL, B.; SINET, P. M. Molecular mapping of twenty four features of
Down syndrome on chromosome 21. Europ J Hum Genet, 1:114-24, 1993.

DEVLIN, TM. Manual de Bioquimica com correlagdes clinicas. led. Ed. Edgard
Bliicher, 1997.

DUERRE, J. A.; BRISKE-ANDDERSON, M. Effect of adenosine metabolites on
methyltransferases reactions in isolated rat livers. Biochim Biophys Acta, 678: 275-82,
1981.

Referéncias Bibliogrdfices
120



ELIAS, S.; MARTIN, A.O.; SIMPSON, J.L. Stability of sex chromosome mosaicism. Am
J Obst Gynecol, 136: 509-12, 1980.

ESKES, T. K. A. B. Neural tube defects, vitamins and homocysteine. Eur J Pediatr, 157:
S139-41, 1998.

FINKELSTEIN, J. D.; MARTIN, J. J; HARRIS, B. J. Methionine metabolism in
marnmals. The methionine-sparing effect of cysteine. J Biol Chem, 263: 11750-4, 1988.

FINKELSTEIN, J. D. T The metabolism of homocysteine: pathways and regulation. Eur J
Pediatr, 157: 840 — S44, 1998.

FINKELSTEIN, J. D Pathways and regulation of homocysteine metabolism in mammals.
Semin Throb Hemost, 26: 219-25, 2000.

FORD, C. E.; JONES, K. W.; POLANI, P. E.; ALMEIDA, J. C. C.; BRIGGS, J. H. (Turner
Syndrome) A Sex chromosome anomaly in a case of gonadal disgenesis. Lancet, 1: 711-3,
1959.

FRANCO, R.F.; ARAUJO, A.G.; GUERREIRO, J.F.; ELION, J.; ZAGO, M.A. Analysis
of the 677 C—T mutation of the methylenetetrahydrofolate reductase gene in different
ethnic groups. Tromb Haemost, 79; 119-121, 1998.

GIECO, A. J. Homocysteinuria: pathogenic mechanisms. Am J Med Sci, 273: 120-32,
1997.

GIUSTI, B.; CAMACH-VANEGAS, O.; ATTANASIO, M.; COMEGLIO, P.; GORI,
AM.; BRUNELLI, T.; PRISCO, D.; GENSINI, G. F.; ABBATE, R.; PEPPE, G.
Microheterogeneity in the distribuition of the 844ins68 in the cystathyonine beta synthase
gene in Italy. Trob Res, 94: 249-54, 1999,

GRASSO, M.; GIOVANNUCCI, M. L.; PIERLUIGI, M.; TAVELLINI, F.; PERRONI, L.;
DAGNA-BRICARELLI, F. Isochromosome, not translocation in trissomy 21q21q. Hum
Genet, 84: 62-5, 1989.

Referéncias Bibliogrdficas
121



GRILLO, N. B. L.; ACACIO, L. G.; BARINIL, R.; PINTO, J. W.; BERTUZZO, S.C.
Mutag¢les no gene da metilenotetrahidrofolato redutase e sindrome de Down. Cad Saud
Pub, 18: 1795-97, 2002.

HASSOLD, T.; JACOBS, P. A. Trissomy in man. Annu Rev Genet, 6: 555-65, 1984.

HASSOLD, T. Chromosome abnormalities in human reproductive stage. Trends Genet, 2:
105-10, 1986.

HASSOLD, J. T.; BURRAGE, L. C; CHAN, E. R.; JUDIS, L. M.; SCHWARTZ, S.;
JAMES, §S. J., JACOBS, P. A.; THOMAS, N. S. Maternal folate polymorphisms and the
etiology of human nondisjunction. Am J Hum Genet, 69: 434-9, 2001.

HELD, K.R.; KERBER, S.; KAMINSKY, E.; QIAO, H.ZM.; SINGH, S.; GOETZ, P.;
SEEMANOVA, E.; GOEDDE, HW. Hypothesis: 45, X Turner syndrome does not exist.
All surviving patients have sex-chromosomal mosaicism. In: MB Ranke, RG rosenveld

(eds) Turner syndrome: growth promoting therapies. Elsevier, Amsterdam, pp 3-8, 1991.

HELD, K.R.; KERBER, S.; KAMINSKY, E.; SINGH, S.; GOETZ, P.; SEEMANOVA, E.;
GOEDDE, H.W. Mosaicism in 45,X Turner syndrome: does survival in early pregancy
depend on the presence of two sex chromosomes? Hum Genet, 29: 94-7, 1992.

HGM DATABASE: Banco de dados. Disponivel em:
<http://www.cf.ac.uk/uwem/mg/hgmd.html>. Acesso em: 10/01/2003.

HOBBS, C. A,; SHERMAN, S. L.; Y1, P.; HOPKINS, S. E.; TORFS, C. P.; HINE, R. J.;
POGRIBNA, M., ROZEN, R.; JAMES, S. J. Polymorphisms in genes involved in folate
metabolism as maternal risk factors for Down syndrome. Am J Hum Genet, 67: 623-30,
2000.

HOLMES, Z. R.; REGAN, L.; CHILCOTT, I.; COHEN, H. The C677T MTHFR gene
mutation is not predictive of risk for recurrent fetal loss. Br J Haematol, 105: 98-101,

1999.

Referéncias Bibliogrdficas
22



HOOK, E.B. Exclusion of chromosome mosaicism: tables of 90%, 95%, and 99%
confidence limits and comments on use. Am J Hum Genet, 29: 94-7, 1977.

HOOK, E. G.: Epidemiology of Down syndrome, In: Pueschel, S. M.; Rynders, J. E.:
Down Syndrome. Advances in Biomedicine and the Behavioral Sciences. Cambridge:

Ware press{publ.) 1982, Pp. 11 only.

HOOK, E. B.; CROSS, P. K.; SCHREINEMACHERS, D. M. Chromosomal abnormality
rates at amniocentesis and in live-borns infants. JAMA, 249: 2034-8, 1983.

HOOK, E.B. & WARBUTON, D. The distribution of chromosomal genotypes associated
with Turner's syndrome; live birth prevalence rates and evidence for diminished fetal
mortality and severity in genotypes associated with structural X abnormalities or
mosaicism. Hum Genet, 64: 24-7, 1983.

HU, F. L.; GU, Z.; KOZICH, V.; KRAUS, J. P.; RAMESH, V.; SHIH, V. E. Molecular
basis of cystathionine beta synthase deficiency in piridoxine responsive and nonresponsive
homocysteinuria. Hum Mol Genet, 2: 1857-60, 1993.

JACOB, R. A.; GRETZ, D. M.; TAYLOR, P. C.; JAMES, S. I; POGRIBNY, I. P;
MILLER, B. J.; HENNING, S. M.; SWENDSEID, M. E. Moderate folate depletion
increases plasma homocysteine and decreases lymphocyte DNA methylation in
postmenopausal women. J Nutr, 128: 1204--12, 1998.

JACOBS, P. A. The chromosome complement of human gametes. Oxf Rev Reprod Biol,
14: 48-72, 1992.

JAMES, S. J; MELNYK, S.; POGRIBNA, M.; POGRIBNY, P. L; CAUDILL, A. M.
Elevation in S-adenosiylhomocysteine and DNA hypomethylation: potencial epigenetic
mechanism for homocysteine-related pathology. J Nutr, 132: S2361-6, 2002.

JAMES, 8. I.; POGRIBNA, M.; POGUBNY, 1. P.; MELNYK, S.; HINE, R. I.; GIBSON,
3. B YL, P. TAFOYA, D. L.; SWENSON, D. H.; WILSON, V. L.; GAYLOR, D. W.
Abnormal folate metabolism and mutation in the methylenetetrahydrofolate reductase gene

may be maternal risk factors for Down syndrome. Am J Clin Nutr, 70: 495-501, 1999.
Referéncias Bibliogrdficas
123




KAMANTANI, N.; WILLS, E.H.; CARSON, D.A. Selection and characterization of a
murine lymphoid cell line partially deficient in S-adenosylhomocysteine hydrolase.
Biochim Biophys Acta, 762: 205-14, 1983.

KELLY, T. E.; FERGUSON, J. E.; GOLDEN, W. Survival of fetuses with 45X : An
instructive case and an hypothesis. Am J Med Genet, 42: 825-6, 1992,

KLECZKOWSKA, E.; DMOCH, E.; KUBIEN, E.; FRYNS, J. P.; VAN DEN BERGHE,
H. Cytogenetic findings in a consecutive series of 478 patients with Turner Syndrome.
Genet Couns, 1: 227-33, 1989,

KLUIJITMANS, A. J. L.; BOERS, H. J. G.; TRIJBELS, J. M. F.; LITH-ZANDERS, M. A.
H.; VAN DEN HEUVEL, P. W. J; BLOM, J. H. A common 844ins68 insertion variant in
the Cystathionine Beta sinthase gene.Bioch Mol Med, 62: 23-5, 1997.

KORENBERG, J. R.; KAWASHIMA, H.; PULST, S. M.; IKEUCHI, T.; OGASAWARA,
N.; YAMAMOTO, K.;SKONBERG, S. A; WEST, R.;ALLEN, L..MAGENIS, E.
Molecular definition of a region of chromosome 21 that causes features of Down syndrome
phenotype. Am J Hum Genet, 47: 236-46, 1990,

KORENBERG, J. R. Toward a molecular understanding of Down syndrome. In EPSTEIN,
C. J.: The Phenotypic Man Prog Clin Biol Res, 384, 1993.

KOZICH, V.; KRAUS, J. P. Screening for mutations by expressing patient cDNA segments
in E.coli: homocystinuria due to cystathionine beta synthase deficiency. Ham Mat, 1: 113-
23,1992.

KOZICH, V.; DE FRANCHIS, J; KRAUS, 1. P. Molecular defect in a patient with
pyridoxine-responsive homocystinuria. Hum Mol Genet, 2: 815-6, 1993.

KRAUS, J. P. Biochemistry and molecular genetics of cystathionine beta-synthase
deficiency. Eur J Pediatr, 157(suppl 2): S50-853, 1998.

Keferéncias Bibliogrdficas
124



KRAUS, I. P.; LE, K.; SWARCOP, M.; OHURA, T.; TAHARA, T.; ROSENBERG, L. E.
Human cystathionine beta synthase cDNA: sequence,alternative splicing and expression in
cultured cells. Hum Mol Genet, 2: 1633-8, 1993.

KRAUS, J. P.; JANOSIK, M.; KOZICH, V.; MANDELL, R.; SHIH, V.; SPERANDEOQ,
M. P.; SEBASTIO, G.; FRANCHIS, R.; ANDRIA, G.; KLUIJTMANS, L. A.: BLOM, H.;
BOERS, G. H.; GORDON, R. B.;; KAMOUN, P.; TSAI, M. Y.; KRUGER, W. D.; KOCH,
H. G.; OHURA, T.; GAUSTADNES, M. Cystathionine beta-synthase mutations in
homocysteinuria. Hum Mut, 13: 362-75, 1999.

LEJEUNE, J.; GAUTIER, M.; TURPIN, R. Etude des chromosomes somatique des neufs
enfants mongoliens. Cr Acad Sci Paris, 248: 1721-2, 1959.

LEONARD, E. J.; SKEEL, A.; CHIANG, P. K.; CANTONI, G. L. The action of the
adenosylhomocysteme hydrolase inhibitor, 3-deazaadenosine, on phagocytic function of
mouse macrophages and human monocytes. Biochem Biophys Res Commun, 84: 102—
9.1978.

LEVINE, A. J.; SIEGMUND, K. D.; ERVIN, C. M.; DIEP, A.; LEE, E. R.; FRANKL, H.
D.; HAILE, R. W. The methylenetetrahydrofolate reductase 677C-T polymorphism and
distal colorectal adenoma risk. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 9: 657-63, 2000.

LIPPE, B. M. Turner Syndrome. Endocrinology and Metabolism Clinics of North

America, vol. 20 no. 1, march, 1991.

LITVAK, A. S.; ROUSEAU, T. G.; WREDE, L. D. The association of significant renal
anomalies with Turner’s syndrome. J Urol, 120: 671, 1978.

LONG, M.; ROSENBERG, C.; GILBERT, W. Intron phase correlations and the evolution
of intron/exon structure of genes. Proc Nat Acad Sci USA, 92: 12495-9, 1995.

MARBLE, M.; GERATHY, M. T.; DE FRANCHIS, R.; KRAUS, J. P.; VALLE, D.
Characterization of CBS allele with B6 nonresponsive homocystinuria. Hum Mol Genet,
3: 1883-6, 1994.

Referéncias Bibliogrdficas
125



MATTSON, P.M.; KRUMAN, LI; DUAN, W. Folic acid and homocysteine in age-related
disease. Ag Res Rev, 1: 95-111, 2002.

MEIER, M.; JANOSIK, M.; KERY, V_; KRAUS, J. P.; BURHARD, P. Structure of human
cystathionine B-synthase: a unique pyridoxal 5’-phosphate-dependent heme protein. Eur
Mol Biol Org 1, 20: 3910-6, 2001.

MC CORMICK, M.; SCHINZEL, A.; PETERSEN, M.; STETTEN, G.; DRISCOLL, D.;
CANTU, E.; TRANEBJAERG, L.; MIKKELSEN, M.; WATKINS, P.; ANTONARAKIS,
S. Molecular genetic approach to the characterization of the Down syndrome region of
chromosome 21. Genomics, 5: 325-31. 1989.

MC FADDEN, D. E.; KALOUSEK, D. K. Survey of neural tube defects in spontaneosly
aborted embryos. Am J Med Genet, 32(3) 356-8, 1989.

MIKKELSEN, M. Down’s syndrome cytogenetic epidemiology. Hereditas, 86: 45-59,
1977.

MOLLOY, A. M.; ORSIL, B.; KENNEDY, D. G.; KENNEDY, S.; WEIR, D. G.; SCOTT.
The relationship between the activity of methionine synthase and the ratio of S-
adenosylmethionine to S-adenosylhomocysteine in the brain and other tissues of the pig.
Biochem Pharmacol, 44: 1349-55, 1992.

MRC VITAMINS STUDY RESEARCH GROUP. Prevention of the first occurrence of
neural-tube defects by periconceptional vitamin supplementation. N Engl J Med, 327:
1832-35, 1992.

MUDD, S. H.; LEVY, H. L;SKOVBY, F. Disorders of transsulfuration.In: Scriver
CR,Beaud ef al, Sly, W. 8.; Valle, D. (eds) The metabolic and molecular bases of inherited
disease, 7" edn. McGraw-Hill, New York, pp 1279-1327, 1995.

MUDD, S. H,; LEVY, H. L.; KRAUS, J. P. Disorders of transsulfuration.In: Scriver
CR,Beaud et al, Sly, W. S.; Valle, D.; Childs, B.; Volgestein, B.(eds) The metabolic and
molecular bases of inherited disease, 8" ed. McGraw-Hill, New York, pp 2007-56, 2001.

Referéncias Bibliogrdficas
126



MUNKE, M.; KRAUS, J. P.; OHURA, T.; FRANCKE, U. The géne for cystathionine beta-
synthase (CBS) maps to the subtelomeric region on human chromosome 21q and to
proximal mouse chromosome 17. Am J Hum Genet, 4: 550-9, 1988.

NYBORG, H.; NIELSEN, J. Sex chromosome abnormalities development of perceptual
stability in girls with Turner’s syndrome. J Psychol, 96: 205, 1977.

NUSSBAUM, L. R., MCINNES, R. R., WILLARD, F. R. Thompson & Thompson:
Genética Médica — Editora Guanabara Koogan, S.A., Rio de Janeiro, 2002.

PAIL, G. S.; LEACH, D. C.; WEISS, L. Thyroid abnormalities in 20 children with Turner
syndrome. J Pediatr, 91: 267-9, 1977

PANGALOS, C.; THEOPHILE, D.; SINET, P. M.; MARKS, A.; STAMBOULIEH-
ABAZIS, D.; CHETTOUH, Z.; PRIEUR, M.; VERELLEN, C.; RETHORE, M. O.;
LEJEUNE, J. No significant effect of monosomy for distal 21g22.3 on the Down syndrome
phenotype in "mirror" duplications of chromosome 21. Am J Hum Genet, 6: 240-50,
1992.

PAPAS, T. 8.; WATSON, D. K.; SACCHI, N.; FUIIWARA, S.; SETH, A. K.; FISHER, R.
J.; BHAT, N. K.; MAVROTHALASSITIS, G.; KOIZUMLI, S.; JORCYK, C. L. ETS family
of genes in leukemnia and Down syndrome. Am J Med Genet Suppl, 7: 251-61, 1990.

PETERSEN, M. B.; ADELSBERGER, P. A.; SCHINZEL, A. A.; BINKERT, F.; HINKEL,
G. K.; ANTONARAKIS, S. E. Down syndrome due to de novo Robertsonian translocation
t14;21:DNA polymorphism analysis suggest that the origin of the extra 21q is maternal.
Am J Hum Genet, 49: 529-36. 1991.

POLANI, P. E.; HUNTER, W. F; LENOX, B. Chomosomal Sex in Turner’s syndrome.
Lancet, 2: 120, 1954.

POGRIBNY, 1. P.; MILLER, B. J; JAMES, S. J. Alterations in hepatic p33 gene
methylation patterns during tumor progression with folate/methyl defi- ciency in the rat.
Cancer Lett, 115: 31- 8, 1997.

Referéncias Bibliogrdficas
127



POGRIBNA, M.; MELNYKS; POGRIBNY, 1., CHANGO, A.; YI, P.. JAMES, S.
Homocysteine metabolismo in children with Down syndrome: in vitro modulation.Am J
Hum Genet, 69(1): 88-95, 2001.

POSEY, D.L.; KHOURY, M.J;; MULINARE, J.; ADANS, M.J.Jr.; OU, C.Y. Is mutated
MTHFR arisk factor for Neural Tube Defects? Lancet, 347: 686-7, 1996.

QU, J. Z.; GRUNDY, P.; NARAYAN, A.; EHRLICH, M. Frequent hypomethylation in
Wilms tumors of pericentromeric DNA in chromosomes 1 and 16. Cancer Genet
Cytogenet, 109(1): 34-9, 1999.

RAHMANI, Z.; BLOUIN, J.; CREAU-GOLDBERG, N.; WATKINS, P.; MATTEL I.;
POISSONNIER, M.; PRIEUR, M.; CHETTOUH, Z.; NICOLE, A.; AURIAS, A.; SINET,
P.; DELABAR, J. Critical role of D21855 region on chromosome 21 in the pathogenesis of
Down syndrome. Proc Nat Acad Sci, 86:5958-2, 1989.

RAMBSTON, D.; SCOTT, J.M.; MOLLOY, A.; WEIR, D.G.; KIRKE, PN.; MILLS, J.IL.
Are common mutations of cystathionine Beta synthase involved in the aetiology of neural
tube defects? Clin Genet, 51: 39-42, 1997,

RAMPERSAUD, G.; KAUWELL, A.; HUTSON, A. D.; BAILEY, L. B. Effect of
controlled folate intake on DNA methylation status in post-menopausal women. Am J Clin
Nutr, 72: 998-1003, 1999.

RAOUF, A.; SETH, A. Ets transcription factors and targets in Osteogenesis. Oncogene,
19(55):6455-63, 2000.

ROBINSON, A. Demography and prevalence of Turner syndrome. In: Rosenfeld RG,
Grumbach MM, eds. Turner syndrome. New York, Basel: Dekker, pp93-99, 1990.

ROCK, C.L.; LAMPE, J. W.; PATTERSON, R. E. Nutrition, genetics, and risks of cancer.
Annu Rev Public Health, 21: 47-64, 2000.

ROSENBLATT, D. S. Folate and homocysteine metabolism and gene polymorphisms in
the etiology of Down syndrome. Am J Clin Nutr, 70: 429-30, 1999.

Referéncias Bibliogrdficas
128



RUGGERI, 8.; VATHERISTO, L.T.; AGGUZZI, A.; FINGLAS, P.; CARNOVALE, E.
Determination of folate vitamers in food and Italian refenrence diet by high performance
liquid chromatography. Journal of Chromatography A, 855 (1): 237-45, 1999.

SAIKI, R. K.; GELFAND, D. H.; STOFFEL, S.; SCHARF, S. J.; HIGUCHI, R.; HORN,
G. T.; MULLIS, K. B.; ERLICH, H. A. Primer directed enzymatic amplification of DNA
with a thermostable DNA polymerase. Science, 239: 487-91,1998.

SANTOS, K.; PINTO, W. Jr; BERTUZZO, C. S. Estudo da freqéncia das mutacdes
C677T e Al1298G no gene da MTHFR em portadoras de sindrome de Turner
(Dissertacgio - Mestrado - Universidade Estadual ~ Campinas. 2002).

SEBASTIO, G.; SPERANDEOQO, P. M.; PANICO, M.; FRANCHIS, R.; KRAUS, J. P.;
ANDRIA, G. The molecular basis of homocystinuria due to CBS deficiency i italian
families, and report of four novel mutations. Am J Hum Genet, 56: 1324-33, 1995.

SELLER, M. J. Recent developments in the understanding of the aetiology of neural tube
defects. Clin Dysmorphol, 4(2): 93-104, 1995.

SHAFFER, L. G.; JACKSON-COOK, C. K.; STASIOWSKI, B. A.; SPENCE, J. E.;
BRWN, J. A. Parental origin determination in 30 de novo Robertsonian translocation. Am
J Med Genet, 43: 957-63, 1992,

SHERMAN, S. L.; FREEMAN, S. B.; GRANTHAM, M.; PETERS, J.; JACOBS, P. A;
KURNIT, D. M.; UCHIDA, 1.; PETERSEN, M. B.; MIKKELSEN, M.; HASSOLD, T. 1.
Nondisjunction of trissomy 21: comparison of centromere maps resulting from maternal
meiosis I and II nondisjuction. Am J Hum Genet, 51(suppl): A24 only, 1992.

SCOTT, I.M.; MOLLOY, AM.; KENNEDY, D.G.; KENNEDY, S.; WEIR, D.G. Effects
of the disruption of transmethylation in the central nervous system: an animal model. Acta
Neurol Scand Suppl, 154: 27-31, 1994,

SCHATZ, R.A.; WILENS, T.E.; SELLINGER, O.Z. Decreased transmethylation of
biogenic amines after in vivo elevation of brain S-adenosyl-Lhomocysteine. J Neurochem,
36: 173948, 1981.

Referéncins Bibliogrdficas
129



SHERMAN, S. L.; TAKAESU, N.; FREEMAN, S. B.; GRANTHAM, M.; PHILLIPS, C.:
BLACKSTON, R. D.; JACOBS, P. A.; COCKWELL, A. E. Association between reduced
recombination and nondisjunction. Am J Hum Genet, 49: 608-20, 1991.

SILBERT, A.; WOLFF, P. H.; LILIENTHAL, J. Spatial and temporal processing in
patients with Turner’s syndrome. Behav Genet, 7: 11,1977,

SOKOLOVA, J.; JANOSIKOVA, B.; TERWILLIGER, I. D.; FREIBERGER, T.; KRAUS,
J. P.; KOZICH, V. Cystathionine beta synthase deficiency in central Europe:discrepancy
between biochemical and molecular genetic screening for homocystinuric alleles. Hum
Mut, 466, 2001.

SKOVBY, F.; KRASSIKOFF, N.; FRANCKE, U. Assignment of the gene for
cystathionine beta synthase to human cromossome 21 in somatic cell hybrids. Hum Genet,
65: 291-4, 1984.

SPEER, M.C.; WORLEY, G.; MACKEY, JI.F. et al. The thermolabile variant of MTHER is
not a major risk factor for NTDs in American Caucasians. Neurogenetics, 1: 490-510,
1997.

SURTEES, R. Demyelination and inborn errors of the single carbon transfer pathway. Eur
J Pediatr, 157: S118-21, 1998.

THE CHROMOSOME 21 MAPPING AND SEQUENCING CONSORTIUM. The DNA
sequence of human chromosome 21. Nature, 405( 6784): 311-9, 2000.

THOMPSON, M. W,; MC INNES, R. R.; WILLARD, H. F. Thompson & Thompson:
Genética Médica — Editora Guanabara Koogan, S.A., Rio de Janeiro, 1993.

THULINE, H. C.; PUESCHEL, S. M. Cytogenetics in Down syndrome. In PUESCHEL, S.
M.; RYNDERS, J. E.. : Down Syndrome. Advances en Biomedicine and the Behavioral
Sciences. Cambridge: Ware Press 9pub.), Pp 133 only, 1982.

TURNER, H. H.: A syndrome for infantilism, congenital webbed neck, and cubitus valgus.
Endocrinology, 23: 566-74, 1938.

Referéncias Bibliogrdficas
130



TSAIL M. Y.; GARG, U,; KEY, N. S.; HANSON, N. Q.; SUH, A.; SCHWIC1ENBERG, K.
A. Molecular and biochemical approaches in the identification of heterozygotes for
homocysteinuria. Atherosclerosis, 122: 69-77, 1996.

TSAIL M. Y.; BIGNELLM; SCHWICIENBERG, K.; HANSON, N. Q. High prevalence of
a mutation in cystathionine beta synthase gene. Am J Hum Genet, 59: 1262-7, 1996.

UELAND, P. M.; REFSUM, H. Plasma homocysteine, arisk factor for vascular disease:
plasma levels in health.disease and drug therapy. J Lab Clin Med, 114: 473-501, 1989.

VAN DER PUT, N. M. J; STEEGERS-THEUNISSEN, R. P. M.; FROSST, P.;
TRIJBELS, F. I; ESKES, T. K.; VAN DEN HEUVEL, L. P.; MARIMAN, E. C.; DEN
HEYER, M.; ROZEN, R.; BLOM, H. J. Mutated methylenetetrahydrofolate reductase as a
risk factor for spina bifida. Lancet, 346: 1070-1, 1995.

VAN SANTEN, V. L.; SPRITZ, R. A. mRNA precursor splicing in vivo: sequence
requirements determined by deletion analysis of an intervening sequence. Proc Nat Acad
Sci USA, 82: 2885-9, 1994.

VOSATKA, R. J. Techniques of Molecular Diagnosis. Avery's Diseases of the Newborn.
Ed. H William Taeusch. Philadelphia W.B. Saunders Company, 184-5, 210-3, 1995.

WABER, D. P. Neuropsychological aspects of Turner's syndrome. Dev Med Child
Neurol, 21: 58, 1979.

WILLIAMS, R. H. Tratado de Endocrinologia.3®. ed, Salvat editoress S/A,1978.

WILSON, A.; PLATT, R.; WU, R. K.; LECLERC, D.; CHRISTENSEN, B.; YANG, H.;
GRAVEL, R. A,; ROZEN, R. A common variant in methionine synthase reductase
combined with low cobalamin increases risk for spina bifida. Mol Genet Metabol, 67:
317-23, 1999.

WOODHEAD, J. L.; FALLON, R.; FIGUERED, H.; LONGDALE, J.; MALCOM, A. D.
B. Alternative methodology of gene diagnosis. In: Davies, K.E. Human genetic diseases —
a pratical approach, Oxford, IRL Press limited, pp 51-64, 1986.

Referéncias Bibliogrdficas
1317



Y1, P; MELNYK, S.; POGRIBNA, M.; POGRIBNY, LP.; HINE, R.J.; JAMES, S.J.
Increase in plasma homocysteine associated with parallel increases in plasma S-
adenosylhomocysteine and lymphocite DNA hypomethylation. J Biol Chem, 275: 29318-
23, 2000.

Referéncias Bibliogrdficas
132



