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| — INTRODUGAQC

Analisando-se as frequéncias relativas dos difererites tipos de anomalias cromossémi-
cas, BOUE e colaboradores (BOUE et. al., 1975) estimam que para cada duas fertilizacBes humanas
ocorridas, um dos produtos gerados apresenta uma aberragdo cromossémica.

Quando sfio levados em consideracio os tipos de aberractes eromossdmicas encon-
tradas {numéricas ou estruturais), verifica-se que as aberracBes estruturais, detectadas em aborta-
mentos esp_qnténeos, constituem minoria, como mostram os dados contidos na tabela I-1. Os dados
da tabela I-1 referem-se aos resuitados obtidos em 5 investigacBes cromossbmicas realizadas em abor-
tamentos espontineos. Assim sendo, a grande maioria das aberragSes cromossodnicas detectadas
acarreta a alteragdo do nimero dos cromossomos e portanto, é chamada de aberragGes numéricas.
Tais aberracbes numéricas, resultam, por exemplo, de erros ocorridos durante a gametogenese
(ndo disjungBes cromossOmicas durante a meiose) ou de erros ocorridos durante a fertilizacdo
(triploidia causada por digamia ou diespermia)l cu ainda por erros ocorridos durante as primeiras
divisGesmitdticas do ovo fertilizado {tetraploidia, mosaicismo).

Nos recém-nascidos vivos, a incidéncia de aberragles cromossbmicas é da ordem de
0.6% {tabela 1-2) cu seja, 80 vezes menor do que aguela encontrada entre 0s abortamentos espon-
tdneos (tabela |-3). Os dados dispostos na tabela 1-2 foram obtidos a partir daqueles coletados na
literatura por HOOK ¢ HAMERTON (1977}, com base em 6 investigacBes cromossdmicas levadas a
efeito em recém nascidos vivos de diferentes popuiagdes. Os dados contidos na tabela 1-3 resuitam
de uma composicio das tabelas I-1 e I-2,

Com base nos dados da tabela -3 e levando-se em conta os tipos de aberragtes
cromossomicas, verifica-se que as trissomias constitdem a aberragdo cromossdmica mais frequente-
mente detectada, tanto entre os abortamentos espontéineos {26,3%) quanto entre 0s recém-nascidos
{0,3%)0 que equivale a aproximadamente 50% de todas as aberragBes cromossdmicas detectadas.
Tais aberragfes resuitam geratimente de uma ndo-disjungdo cromossdmica ocorrida durante a game-
togenese paterna ou materna {ndo-disjuncdo cromossdmica durante a meiose) entretanto, existem
casos que podem ser explicados por nZo-disjuncbes pds-zigdticas (ndo-disjungdo cromossdmica
durante a mitose). Embora seija possive! entender-se como 'se origina uma trissomia, através da
ocorréncia das ndo-disjungdes cromossdmicas, as razBes pelas quais as ndo-disjungdes ocorrem e
sdo detectadas com maior frequéncia em determinados cromossomos, permanecem ainda bastante
obscuras.

Entre as trissomias mais frequentes e de maior importéncia clinica, a trissomia do
cromossomo 21 ocupa um lugar de destaque. Sendo esta aneuploidia compativel com a vida, em
grande nimero de afetados, o onus individual familiar e social gque ela acarreta é bastante grande.
Por outro lado, considerando a sua frequéncia e sua viabilidade, tal patclogia constitui um modelo
atrativo para a investigaggo dos fatores causais das ndo-disjungdes.

O quadro clinico correspondente & trissomia do cromossemo 21 foi descrito em
1866 por John Langdon Down, numa publicagdo do London Hospital Reports e recebeu deste
autor o nome de ldiotia Mongdlica (DOWN, 18686).

Por se tratar de uma patologia refativamente frequente, a Sindrome de Down,
como ficou posteriormente conhecida na literatura, despertou logo o interésse de varios autores.

A idade materna foi o primeiro fator a ser reéconhecido como importante na etio-
logia da Sfndrome de Down (MATTEI, 1974}, FRASER e MITCHEL em 1876, observaram que os
individuos portadoies desta s'ndrome, eramn geraimente, os Oltimos filhos de casais com grande
prole. SHUTTLEWORTH {1909}, a propdsito de uma investigag8o etioldgica de 350 casos, enia-
tizou a idade materna avancada e a elevada ordem gestacional dos probandos, como sendo dois
fatores causais importantes no aparecimento da Sindrome de Down. Estando estes dois fatores
cbviamente bastante correlacionados, SHUTTLEWORT nad conseguiu distinguir qual dos dois
seria 0 mais importante, isto 8, a idade materna auancada ou 0 desgaste sofrido em decorréncia
de um grande nimero de gestacies.

 Durante os Gltimos 40 anos, as investigacdes realizadas sobre a Sfndrome de Down
se tornaram progressivamente mais preocupadas com © aspecto genético desta patologia {SMITH
e BERG) 1976). Primeiramente procurou-se estabelecer a frequéncia desta condigio patoidgica
ao nascimento. Estimativas foram realizadas por JENKINS (1933} e MELPAS (1937} tendo seus
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Tabela .1 —

Papulagtes

Suica
Franca
Dinamarca
Ingiaterra
Hawai
Totai

Tabeia 1.2 —

Populagdes

Reino Unido
Dinamarca

Canada

Estados
Unidos

Toial

AberragGes cromossdmicas detectadas em 3080 abortamenios espontanecs provenientes de
diferentes populagOes. Entre paréntesis og resuitados em porcentagem.

Total Andmatos Monossomia (X0} Trissomias

Triploidias Tetraptoidias Mosaicos  Aberrages
Estruturais
% % % % % % %
162 8% {B3,3} 12 {14,8) 51 (63,0} 10 (12,3) 5 {6,2) 0 {0 3 {3,7)
1488 920 (61.,4) 140 (15,2) 495 (53,8) 183 (19,9) 57 (6,2 BV O 35 (3,8}
255 140 {54.,9) 40 {28,6) 66 (47,1} 14 10,0 12 {8,6) 1 (0,7} 7 (5,01
041 286 (304) 68 (23,8) 145 {50.7) 38 {13,3) 12 {4,2) 12 14,2) 11 (3,8}
234 108 46,1} 27 (25,0} 53 (49,1} 15 (13,9} 6 (5,5 2 {1,8} 5 {4,6)
3080 1536 (48,8) 287 (18,7} 8o (b2,8) 260 (16,9} 92 (6,00 25 {1,8) 61 (4,0}
Aberragdes cromossdmicas detectadas em 56952 recém-nascidos provenientes de
diferentes populagGes. Entre paréntesis os resultados em porcentagem.
Total  Andmalos Monossomia (X0} Trissomias Triploidias Tetraploidias Mosaidos  Aberragtes
Estruturais
% % % % % % y
1M68¢ 78 (0,7) g (0,0 44 {56,4) 1 {1,3) 0 10,0 8 (10,2) 25
11148 83 {08} (Y 324 {36,b) 0 10,0 G {0.0) 10 (10,7 48
16020 76 (05} 0 {0,0) 40 {b2,6) 0 (0,00 0 {00} 7 {9,2y 29
18104 106 (0,6) 1 {09 55 (51,9} g (0,00 0 {00 3 {28 47
56952 353 {0,6) 2 {0,8) 173 (49,0) 1 {0,3) 0 (0,0} 28 (7,90 149 (42,2)

Referéncias

KAJY) et. al. {1973}
BOUE e. at. {1975}
LAURITSEN (19&)
CREASY et. al. {1976}
HASSOLD et. al. (1978)

Referéncias

(32.0) JACOBS et. al. {1874}
(81,6} FRIEDRICH e NIELSEN

{1973}
NIELSEN e S1LLISENI7E)

(38,1) SERGOVICH et. a (69}

“tiw.c RTON et. al (75)

{44,3) LUBS e RUDDLE {1270}
WALZER e GERALD

{(15:7)



dados sido confirmados po¢ investigacBes posteriores. Atualmente, aceita-se uma incidéncia média
de 1:660 em diferenies populacBes (SMITH, 1975}). Em nosso pafs, por ocasifo de um estudo
prospectivo de 3028 recdm-nascidos da populagdo de Campinas, SP, ARENA (1974} detectou uma
incidéncia de um portador da Sindrome de Down para cada 372 nascimentos.

Tabela 3 — incidéncia comparativa de aberragSes cromossdmicas deteet. das em
abortamentos espontarieos e em recém-nascidos,

Anomalias Abortamentos Recém- % Abortos
Espontineos Nascidos % Recém-nascidos
{3080) {56952)
%
Tetrapioidias 92 {3,0} - 0 (D,000) ot
Triploidias 260 (84) 1 (0,002} 4200
Monessamia (X0} 287 (9,3) 2 {0,005)* 1860
Trissomias 810 (26,3 173 (0,304} 86
Mosaicos 25 (0,8) 28 {0,049) 16 -
Aberracdes
Estruturais 61 (2,0 - 149  (0,262) 8
Tota! 1535 (49,8) 353 {0,620) 80

*  Caiculado para um total de 43201 recém-nascidos, ou seja, excluindo-se os dados de WALZER
e GERALD {1877} ¢s quais se referem somente a recém-nascidos do sexo masculino.

A associagdo entre a incidéncia da Sindrome de Down e a idade dos pais do proban-
go, foi investigada independentemente por JENKINS {1933} e PENROSE (1933). Verificou-se
entdo que a idade parerna isolada ndo tinha influéncia sobre a incidéncia da Sindrome de Down.
Em 1934, Penrose conseguiu analisar separadamente, o efeito da ordem gestacional e o efeito da
idade materna sob:e a :ncidéncia da Sindrome de Down.Demonstrou-se, entdo, que a influéncia
isclada da ordem gestacionai sobre a incidéncia da Sindrome de Down ndo era significativa, re-
forcendo-se assim, ¢ efeito isolado da idade materna avancada.

PENBOSE {1961, 1964) demonstrou que a idade materna dos portadores da tris-
somia do cromossomo 21 se distribui segundo uma curva bimodal, o que permitiu verificar a exis-
téricia de dois grupos bern definidos em' relagdo a incidéncia da Sindrome de Down. O primeiro
grupo € constituido por filhos de maes mais jovens e nele a incidéncia desta Sindrome néo depende
da idade materna. Este grupo engloba a maioria das translocactes esporidicas ou  herdadas
(WRIGHT et. al. 1967}. O segundo grupo é constituido por fithos de mdes mais jdosas e nele a
incidéncia da Sindrome de Down € estritamente dependente da idade materna. Neste grupo quanto
maior for a idade mafterna, maior sera o risca de ter um filho afetado. De acordo com PENROSE
¢ SMITH (1966}, 28,8% das trissomias apreseritam-se no primeiro grupo e 60,2% no segundo.

A 1gised0 entre G envelhecimento materno e a ndo-disjungdo cromossdmica, embora
bem demonstrada nz iitergtura, no congcernente as trissomias autossdmicas, carece ainda bastante
de explicagtes (MATYEL 15874). '

Murto se Tem discutido e pesquisado no sentido de se esclarecer as Tatores que acar-
retam as ndo-disjuncfes crorossémicas. Hipdteses as mais variadas tém sido elaboradas tais como ,
a fecundacgdo de dvulos em consequéncia de uma diminuigéo da frequéncia de coitos (GERMAN,
1968; JUBERG, 3378} ; envelhecimento bioldgico precoce em maes jovens (EMANUEL et. al.
(1972); alteragdes fisiolbgicas no trato reprodutivo feminino (FORD, 1973}, etiologia viral acarre-
tando leses do fuso ou persisténeia do nucléolo (STOLLER e COLLMAN, 1965, NICHOLS, 1970);
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wrad-agdo materra, principalmente no grupo de muiheres :dosas, traduzindo um efeito cumulativo
a0 iongo dos anos (UCHIDA et. al.,, 1968); hetérorigose para genes condicionadores de variantes
do enzima = 1 antitripsina {FINEMAN, 1976); presenca de anticorpos antitireoidianos nas maes
dos individuos portadores da Sindrome de Down (FIALKOW et. al, 1971), e etc.

Em relacdo a esta ultima hipdtese. desde hd rnuito 1empo se conhecem casos de
doengas auto-imunes, princ/palmente da tireoide, enire os casos de aberragGes cromossdmicas.
{(MATTEI, 1974}. Vérios autores chamaram a atersgfo para um aumen: da freqliéncia de bacio
e disfuncdo tireoid‘ana em méaes de pacientes com a Sind*ome de Down {f{YERS, 1938); BENDA,
1949: EK, 1959: COPPEN e COWIE, 1960;: RUVALCABA et. al., 1969: McDONALD, 1972}
Pot outro lado, um aumento da frequéncia de anticdrpos antitireoidianos foi observado tanto em
pacientes com a Sindrome de Down (MELLONS et. al., 1963; AARSKOG, 1969; VAN HAELST,
1970; FIALKOW, 1971) guanteo em pacientes com disgenesia gonadal (SPARKES e MOTULSKY,
1963: GRUMBACH e MORISHIMA, 1964: W! LILIAMS et. al,, 1964: FIALKOW, 1968).

De acordo com FIALKOW (1964}, tais achados sdo sugestivos de que a presenca
de anticorpos antitireoidiancs nos pais, pode de algum modo predispor ac aparecimento de uma
anomaiia cromossdomica nos filhos, Em um estudo prospectivo reslizado em maes de individuos
pcriadores da Sindrome de Down e em um grupo controle, FIALKOW e col. (196ba) encontraram
uma freqiéncia sumentada de bocio e ou disfungdo ireoidiana bem documentada laboratorialmen-
1e. nas mdes dos individuos afetados. A seguir, FIALKOW e col {196bbl, pesquisando a existéncia
de anticorpos antiiireoidianos verificou que entre as mulheres em idade reprodutiva, maes de in-
diveduos portadores da Sindrome de Down 29% apresentavam anticorpos antitireoidianos ao passo
que tas anticorpos foram enconirados somernite em 9% das mées dos individuos tomados como
controles. A fregilénca aumentada de anticorpos anhtireoidianos em relagdo ao grupo controle
¢ guase que restrita as mdes que tiveram seus fithos com idade inferior a 35 anos, isto é, no grupo
cuja ‘neidéncia da Sindrome de Down ¢ independente da idade materna {FIALKOWe 7417 &

1968 ) '

Estes achados toram confirmados por outros investigadores {DALLAIRE e
KINGSMILE-FLYNN, 1967; VACCARO et. al., 1969; VANHAELST et. al., 1969; ENGELBERTH
er. at, 1969), e s8o suporiados peia observacdc de que os anticorpos antitireoidianos sdo encon-
trados mais freqlientemente nos prebandos &€ em seus irm3os normais, do gue no grupo controfe
{FIALKOW, 1970).

Ha aproximadamente 10 anos passados, FIALKOW e colaboradores estudaram 106
famitias de individuos porfadores da Sindiome de Down residentes em instituicdes para retardados
mentas, Simuitaneamente ouiras 71 fam:vas, cujos probandos residiam em suas casas, bem como,
familias controies apropriadas para ambos os grupos, foram tambem investigadas {FIA{LKOW
F mi- 19714 K
' Os sesultados obtidos reveiaram a existéncia de um significativo aumento na fre-
giiéncia de moiéstias da ticeoide, nas maes dos afetados, tanto entre o grupo institucionalizado:
guanto entre agueles residentes com suas respectivas familias. Da mesma maneira, as irmds dos
pacientes e 0% parentes em primeiro grau de suas méaes {Maternal first-degree relatives), apresen
tasam um maior nimero de patologias tireoidianas do gue o grupo controle, Encontrou-se tam-
bem, um significativo aumento de anticorpos antitireoidianos nos portadores da Sindrome de
Down a em Suas maes, a0 Passo (ue Os seus pais apresentaram resultados semelhantes ao grupo
conirole {FIALKOW ei. 2, 19711,

A prevaidncia reiativamente alta de anticorpos antitireoidianos em iymdos normais
de poriadores da Sindrome de Down. a comprovacdo cinica, em muitas mées dos individuos
aferados, da existéncia de doengas da tireoide previamente & concepgdo dos probandos, bem como,
uma maior freqiiéncia de patolegias da tireoide em parentes pelo lade materno, sugerem a exis-
téncia de uma predisposiclo familiar & autoimunidade tirecidiana {FIALKOW, 1870). Por outro
lado, o encontro de um significatve aumenta de anticorpos antireoidianos nos portadores da
Sindrome de Down e em suas mées, mas ndo em seus pais, reforca tal hipotese e sugere que a
ex:sténcia nas mutheses, de urn fator relacionado & autoimunidade tiveoidiana predispde as mesmas
a terem um filho por<ador da Sindrome de Dowrn {FIALKOW o 3.1 1971%,



Desde a época em que FIALKOW e cofaboradores realizaram seus estudos, ocorre-
ram dois significativos desenvolvimentos nos campos de pesquisa da Sfndrome de Down & da auto-
imunidade.

Com o advento das técnicas de bandeamento cromossdmico com covaries fluores-
centes derivados da guinacrina, tornou-se possfve! a identificaco de heteromorfismos do cromos-
somo 21 (CASPERSON et. al,, 1970, 1971). Tal fato permitiu realizar-se o que jd havia sido previsto
por LEJEUNE {1970), ou seja, identiticar-se a origem {paterna ou mate nz! do cromossomo 21
excedente, em grande ndmero de portadores da trissomia deste cromossomo, '

Estudos posteriores vieram demonstrar tal possibilidade em pelo menos 25% a 50%
dos casos (WAGENBICHLER et al., 1976; MiKKELSEN et. al., 1976). Assim sendo, atualmente,
em condigbes favoraveis, € possivel determinar-se airavés do estudo dos cromoessomos dos pais
e de seu fitho aferado, a origem do cromossomo 21 ent excesso, ou seja, se ¢ mesmo resultou de
uma ndo-dsjun¢do ocorrida duranie a primeira ot a segunda divisdo da meiose paterna ou materna.

No consernente ao campo da autcimunidade, verificou-se gque certos antrgenos do
sistema H.L.-A. {Human Leukocytes Antigens), por exemplo, HL-8& BB, sfo encontrados mais fre-
queniemente em individuos que apresentam certos iipos de doencas autoimune (DAUSSET e. al.,
1974} Embora as bases para a existéncia de uma corretagdo entre determinados fendtipos do siste-
ma HL-A e doengas guiocimunes sejam ainda desconhecidas, uma explicagio possivel seria a exis-
téncia de genes determinadores de uma resposta autoimune, em ligagdo muito proxima com alguns
antigenos do sistema Hi-A {Linkage desequilibyium}.

Assim sendo, em face da possibiiidade atual de se identificar a origem da ndo-dis-
juncdo {paterna ou materna) que acarreta a trissomia do cromossomo 21, bem como, a disponi-
bilidade de um sistema genético capaz de revelar a eveniual existéncia de genes determinadores
da resposta imunologica, o presente projeto foi idealizado com os sequintes objetivos:

1 - Reinvestigar as famfiias esiudadas hd aproximadamente 10 anos, por FIALKOW
e colaberadores, a fim de: ' '

a}l determinar se os individuos iniciaimente autoimunes negativos, haviam se
transformado em autoimunes positivos e vice-versa.

bl determinar se os familiares que apresentavam no inicio somente anticorpos
anfitireoidianos, desenvoiveram agora doenga autoimune da tireoide ou sese tornaram anticorpos
negativos,

2 - Levando-se em conta a idade materna a época do nascimento dos probandos
{mdes jovens ou mdes idosas) comparar os resultados dos exames laboratoriais nestes dois grupos de
famiiias.

3 - Correlacionar a presenca de imunidade antitiregidiana com a origem do c¢ro-
mossomo 21 em excesso. ' :

4. Correlacionar a presenga de '‘munidade antitireoidiana com algum particular
fenotipo do sistema HL-A nas fam(lias dos pacienies com a Sndrome de Dawn e correlacionar
algum particular fendtipe do sistema HL-A com a origem do cromossomo 21 am excesso.

Observagdo: Os objetivos b e 4 constituirdo objetos de um outro trabalho a ser publicado poste-
riormente.

Il — MATERIAL E METODOS

It-1. Descrigdo da amostra

A amostra onginal de 177 famiiias investigadas duranie os anos de 1964 a 1967
por FIALKOW e colaboradores (FIALKOW et. al. 1971) na cidade de Seattle, Washington, U.5.A,,
constituiu o material inicial a ser reinvestigado no presente trabalhc. Tais familias encontravam-se
subdivididas em dois grupos, tendo em vista ¢ fato do pacienie portador da Sindrome de Down
viver junto com os seus familiares (WD), ou wviver em instituicdes para retardados mentais {WM),
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Inicialmente as pastas originais degsas familias foram revistas e os seus enderecos
listados para serem atualizados. Através de uma investigagdo dos nomes de tais familias no arquivo
de pacientes do University of Washington Hospifal. através de contactos telefonicos diretos, cartas,
conversas telefonicas com parentes e vizinhos, procurousse atualizar os respectivos enderecos,
A seguir as familias encontradas foram agrupadas de acordo com a drea de sua residéncia para
serem contactadas.

Em reiagdo as familias (WM), cujos probandos encontriarni-se em instituicdes,
primeiramente procedeu-se a entrevista das mesmas durante a qual obteve-se a permissdc devida
{formulario 11-1.1} e posteriormente, realizou-se 2 coleia de sangue dos probandos nas respectivas
instituigtes.

Das 177 famiiias estudadas onginalmante (FIALKOW et. al. 19871), 95, ou seja,
{B4%) puderam ser reinvestigadas. Entre as 82 familias restantes, a grande maioria ndo se encontrava
ma'sna drea de Seattle; algumas familias recusaram-se a nova investigacdo e outras tantas encontra-
vam-se desfalcadas de ambos os pais ou dos probandos, por morte dos mesmos.

FORMULARIO 1} -1-1,

Formulario para o consentimento de coleta de sengue em individuos portadores
da Sindrome de Down. Formulario apresentado na sua forma original,

University of Washington
Department of Medicine
Seattie, WA 08105
Telephane: 206 643-3695

CONSENT FORM

Title of investigation:
Aw-- wmunity and Down's Syndrome

investigators:
Philip J. Fialkow, M.D., Professor ¢f Madicine and Genetics
Fernando P. Arena, M.D., Ph.D., Seruor Fellow in Medical Genetics
Rachet A. Nevils, Family Worker

1 am a patient with Down’s Syndrome {mongolism). 1 understand that Dr. Philip
Fiaikow and his associates at the University of Washington are conducting a research project con-
cerned with that disorder,

As part of their study, they are obtaining small amounts of blood (about two
tablespoons} from patients with Down’s Syndrome and their relatives. The purpose on the study
is to determine possible relationship of Down’s Syndrome with certain disorders of the thyroid
gland in patients with Down’s Syndrome and theit relatives.

} understand that all personal daza and information will be kept confidential and
available only to the investigators. ! further undersiand that there is very little likelihood that
the +esults of the tests that Dr. Fialkow and his associates are doing will have any direct benefit to
me, but | realize that it is possible that the resuits will provide some insights into the causes, and
therefore into the prevention of Down's Syndrome.

The risks associated with obtaining the blood specimen are very, very iow.
Ocasionaily, some biocod may look from the vsin and cause a black and blue spot which sometines
can cause minimat, transistory disconfort. Rarely, a person may faint when blood is being taken.

If ! participate in the study, | wiil be seen by a family worker or physician at my
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convenience, usualy in my home, who will obtain a blood sample (about two tabiespoons) by
placing a needle in an arm vein,

| know that my participation in this study is voluntary and that | am free to
withdraw at amy time without any penalty whatsoever to myself or to my relatives. My partici-
pation or refusal to participate will have no bearing on my or my relatives’ eligibiiity for, and
receipt of social, economic or health services by the Department of Sorial and Health Services of
the State of Washington, '

I have had an opportunity to ask questions and have received satisfactory answers
to my questions.

The tests will be done at no cost to me and | will not receive any payments or fees.
i agree to participate as a volunteer,
Investigator's Statment:

Te the extent possible, | have defined and explained the procedure to the volunteer,
inciuding the risks and potential effects. | am taking all appropriate steps to protect his or her
rights and welfare and to maintain confidentiality.

I agree to participate as a volunteer in this study.

Voiunteer: e e e e e e e e e e

Signature Date

Cur son/daughter has given oral consent to participate in this study.

Mother: e _
Name Age
Signature Date

Father: e e e e e
Name Age
Signature Date

and/or Legal Guardian:
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Name Age
Signature Date

Ipvestigator: e e e e e e e e
Signature Date

Copies to: Subjact

Investigator's File



Apbs a reinvestigagdo dessas 95 familias e tendo em vista os resultados obtidos no
concernente & pesquisa dos antigenos do sistema HL-A, optou-se por uma ampliagdo da amostra.

Para tanto, dlante da impossibiiidade de se conseguir mais famf{iias componentes
da amostra original de FIALKOW e col. (1971}, optou-se pela investigagiic de novas famflias.
Procedeu-se assim, a um levantamento de dados nos arquivos do Servigo de Genética Clinica do
CHILDREN’S ORTHOPEDIC HOSPITAL, servico este, também pertencente a Universidade de
Washington e situado na mesma cidade de Seattle, onde foi coletadu a amostra original de
FIALKOW e colabosadores (1971). :

_ Apas a cbtengdo dos nomes dos pacientes, realizou-se uma investigacdo dos seus
prontudrios cifnicos com & finalidade de se constatar a veracidade do diagnostico, a existéncia
do exame do cariotipo. o enderego da familia e a origem éinica dos probandos.

Selecionou-se somente caucasoides da mesma maneira que as outras 95 familias
_reinvestigadas. Selecionou-se também, somente 0s individuos residentes na drea de Seattle e com o
diagnastico bem comprovade de portadores da Sindrome de Down, de preferéncia com o exame
do cariotipo. As familias assim escolhidas foram procuradas para serem contactadas, da mesma
maneira como fo' descrito para as a5 prlmelras

Um total de 35 riovas familias puderam ser investigadas, perfazendo uma armostra
global de 130 famiiias, estudadas no presente trabaiho,

Tendo em vista o fato de que as primeiras 95 familias pertenciam ao estudo original

de FIALKOW e coi, {1971), tal grupo foi denominado de Estudo | sendo as 35 novas familias

- denominadas de Estudo Il. Somente uma familia pertencente ao Estudo | possuia dois fithos
afetados com a Sindrome de Down,

11 - 2 Colets de Material

- Um quastiongrio especial foi elaborade para a entrevista com as: famflias {formu-
iario 11-2-1}, juntamente com os formuldrios H-2-2 e 11-2-3 respectivamente destinados a obter
permissdo para a coleta de sangue dos familiares-adultos e menores de 18 anos dos probandos.
Todos estes formuidrios sdo apresentados, no presente trabatho, na sua forma originai.

Apds um contacto telefénico com as familias, uma entrevista era marcada, geral-
mente, para depois das 18 horas ou para os domingos, tendo em vista a obtengdo do maior nimeroc
de amostras possivais, dentvo de cada familia. Entretanta, muitas amostras de sangue tiveram que
ser colhidas em hospitais, escolas, local de trabalho ou ainda no local de maior conveniéncia -no
mamento. As entrevistas foram sempre realizadas nas c¢asas, através de um contacto pessoal com

“os pais dos probandos. Durante a entrevista fazia-se o levantamento da drvore genealdgica dos
pacientes até os seus avos paternos e maternos, preenchendo-se 0 questiondrio acima mencionado.

Uma amostra de 35 ml de sangue era colhida doq pais e do probando destinando-se
20 ml para a pesquisa dos antfgenos do sistema HL.-A, 10 mi para o estudo cromossdmico e 5 mi
para a investigagdo de anticorpos antitireoidianos. Sempre gue possivel, uma @mostra de 25 ml de
sangue foi também coihida de cada irmio {a) do probando cuja idade fosse acima de 10 anos.
Neste caso somenie os exames do HL-A e a pesquisa de anticorpos antitireoidianos foram realizados.

No concernente as 35 familias (Estudo i1}, o procedimento foi idéntico ao adotado
para o Estudo |, com excecdo dos exames do caridtipo dos pais e dos probandos, os guais nesse
grupo, ndo puderam ser realizados. :

- 3. Frocessamento laboratorial.

As investigagtes dos antigenos do sistema HL-A foram fEItaS no service dos
doutores. .. { cont nuz &2 pagaia 16}



- FORMULARIO ti - 2-1
Questiondrio uriizadc na entrevista com as familias, Apresentado na sua forma original.

QUESTIONAIRE
DOWN’S SYNDROME STUDY

Year .. cnuevnnnnens Year. ........

Family Numbsar . . . .. ........ e st et e .. ..Date of Interview: Month ......
: Bay ........

Family Name . .. .. .. e m e e Informant . ,........... e
Address .. .... R = -1 o] 115 T PP
Referr-nglnhtrrutnonarMD.. e r e e e e e e et e e s e e e
RNt 1= =
Religion ofthe mother .. cinnvinawres . Re!sglon ofthefather . ................... .

PEDIGREE

Consanguirr vy
1. Was there anyone in your family who married a relative like first cousins or an uncle and a niece?
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Twins

1. Have there been any twins in the family? .. ... .. e e e
Werethey thesame sex? . ... .. . i rro s e me e st e aae e
Were they identicai? . . ... ... . i e h e esmcer s e r e e

Miscarriages
1. Did yau, morther, have any miscarriages or still births? .. . ... ... ... ..., e
If so, year, month of pregnancy and birthorder, . .. .... .. e e m e e e R

2. Did any of your children die in the first few days or monthsof life? .. ........... ... .....
If so,age of death. . ........ e Place of death. ... ........... e

Causeofdearh.. . ......... P e e e S e

Marviage
1. Dateofmarriage . ... ....... e et e e e e e e e
IT divorced, date Or GIVOICR, ...t v s i vt s o s v mn st e r s e e e

DISEASES
Thyroid Risorders

1. Has anyone in yous family had any thyroid disease or thyroid disorder? ...................

.......................................................................

2. Has anyone in your famnly had agoiter, a Iarge thyroud gland, a swelling in the neck? .........
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...........................................................................
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6. Have you {mother and father) taken thyroid medication? .. ........... . . oo eniisononan
Why? e
Whafsynp‘romvdsdyouhave? ............................ e e e

7. Have you {mother} ever faken thyroid medicine? . ... ... ... ... ... e e
Date, dose and duration 0T therapy. .. ..o 0 0 i e e
Before, during, or after hirth of {Interviewer msert rname of proposnus? ................. .



8. Has anyone in your family had an overactive thyroid gland, hyperthyroidism, or thyrotoxicosis?
9 Has anyone in youf famiiy had protuberanr eyes pop eyes or eyathat stlck far out of their
sockets? . ; T

-----------------------------------------------------------
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1. Has anyone in your family had cretinism? .. ... . ... ... ... e e e
12. Has anyone in your famify had a tumor or cancer of the thyroad? e e .
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Diabetes Mellifus
1. Has anyone in your family been told that they had sugar diabetes? .......................
if so, how Ord were they When they first knew they had dlaberes ..................... ce
Do they take pilis or insulin? .. ........ ....... Aretheyonadiet? ..................
2.8ugar N the Urine? . L i e e e et
3. Was anybody in the family told to take insulin? . ... .. e e e et e ey

Addison’s Disease
1. Has anyonre in your famity had Addison’sdisease? . ... ... o ittt c i e e
2. Has anyone in your Tamrly had drfﬂculty with their adrena! glands? ...... ... . ...

!fyeswhy? e e a i et e Ceeeeas

Neoplasms
1. Hasanyonehadarumororacancer?.. .......... e e et e
E T o T ' T T
2. Has anyone had ieukemna Hodgkm 5 disease lymphoma or blood CaNCEr? |, .. iernneeonnnnn
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Hematology
1. Has anyone had anemia or low blood with vellow jaundice? . ........ .. .ot
2. Has anyone had anemia ot low blood and taken cortisone? . ......... .o icininnan, e
3. Has anyone had anemia or tow blood and had their spleen takenout? . ....................
4. Has anyone had hemolyTiC 8NemMIaZ . . .. v v ir v vn s iennasanasocnnsernnnocns e
5. Has anyone had pernicious 8REIMIAT . ., .. v s vy s m s tn s a o sn e et nescnnnastonanssnnenns
6. Has anyone taken {iver or vitamin B-12 mjectlons for anemia? et e

Muscle-Nerve
1. Has anyone in the family ever had multiple sclerosis? ... ....... ... . i i iiennn..
2. Has anyone in the family ever had myasthenia gravis? . .. ... ... ot iinoancnn
3. Has anyone in the family ever had a muscle or nerve disease? . ............c.coueennn. ...

Ulcerative Colitis and Begional Enteritis
1. Has anyone had uicerative colitis or bloody diarrhea? : +.......... i e aan
2. Has anyone had regional enteritis or Crahn’s disease? . .. .. .u ittt rrrnnninsecaons

Rheumatoid Arthritis
1. Has anyone in yout family had rheumatoid {crippling) arthritis? .. ............... e
2. How ofd were when they first got arthritis? . ... ... . . i e et i e
3 Where? . ..., .. ... o e m e e e e e e

Systemic Lupus Erythematosiis
1. Has anyone had a disease called [UPUS? - . ... ..o u i i it n it nancaneans e e

Congenitai Malformaticn
1. Has anyone been bom with any congenital abnormaiity such as extra fingers, cleft lip or paiate,
10
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Other Chromosomal Abnormalities

. Have there been any women in the family who never menstruated? . .. ............ccvenuvn.
Have there ever been any women in the family who werg lessthan b"1tall? . ................
Have they had any children or ever menstruated? . .... e e e et
. Have there been any women in the family with ashort broadneck? ....... ...............
Have they had any children or ever menstruated? . .. .. ... ... it irinrinnenerennnean
6. Have there been any men who could not have chiid ren? ........................ i
7. Does anyone in the family have anything wrong - .i75their chivomossomes? . ... . ... ......

O AW s

Mental Retardation
1. Doesanyonego toaspecial school? . .. ... . i i i i e e e
2.0fso,why? ... ... .. . Wahtschool? . ... ... ... ... i,
3. Has there been anybody in the family who was thought to be mentally retarded? . ... ........
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FORMULARIO I - 2-2,

Formuidrio para 0 consentimento de coleta de sangue em familiares adultos dos individuos porta-
dores da Sindrome de Down. Apresentado na sua forma original.

University of Washington
Department of Medicine
Seattle, WA 98195
Telephone: 206 543-3593

CONSENT FORM
Title of Investigation:
Astaiminunity and Down's Syndrome
Investigators:

Philip J. Fialkow, M.D., Professor of Medicine and Genetics
Fernando P. Arena, 1.D., PhD., Senior Fellow in Medica! Genetics
Rachel A. Nevils, Fam:ly Worker '

I am a relative of a patient with Down’s Syndrome {mongolism}. | Understand that Dr. Philip
Fialkow and his associates at the University of Viashington are conducting a research project
concerned with that disorder.

As part of their study, they are obtaining smafl amounts of blood {about two tablespoons)
from patients w'th Down's Syndrome and thair reiatives. The purpose of the study is to determine
possible relationship of Down’s Syndrome with certain disordes of the thyroid gland in patients
with Down’s Syndrome and their relatives, )

| understand that all personal data and information will be kept confidential and available
only 1o the investigators. | further understand that there is very little fikelihood that the resuits
of the tests that Dr. Fialkow and his associates are doing will have any direct benefit to me, but
| realize that it is possible that the results will provide some insights into the causes, and therefore
into the prevention of Down's Syndrome,

The risks associated with obtaining the blood specimen are very, very low, Occasionally,
some blood may ieak from the vein and cause a black and blue spot which sometimes can cause
minimal, transistory discomfort. Rarely, a person may faint when blood is being taken.

If | participate in the study, 1 will be seen by a family worker or physician at my convenience,
usualy in my home, who will obtain a blood sample {about two tablespoons) by placing a needle
in an arm vein and who will ask a series of guestions concerning my health and perhaps the health
of some of my close relatives, | realize that | may refuse to answer any or all of these questions.

| know that my participation in this study is voluntary and that | am free ®© withdraw at any
time without any penalty whatsoever to myself or to my relative with Down’s Syndrome. My
participation or refusal 10 participate will have no bearing on my or my relatives’ eligibility for,
and receipt of, social, economic or health services by the Department of Social and Health Services
of the S1ate of Washington,

| have had an opportunity 1o ask questions and have received satisfactory answers to my
questions.

The tests wil! be done at no cost to me and | will not receive any payments or fees.

| agree to participate as a voluntieer,

i2



investigator’s Statement:
I have fuily defined and explained the procedure to the volunteer, including the risks and

potential effects. | am taking all apporpriate steps to protect his or her rights and weifare and

maintain confidentality.

Volunteer:
Name Age
Signature Date

Investigator: e e e e e e e
Signature Date

Copies to: Subject
Investigator's Fiie
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FORMULARIO 11 -2-3

Formutario para o consentimento de coleta de sangue em familiares menores de 18 anos, dos
individuos portadores da Sindrome de Down. Apreseniado ria sua forma original.

University of Washington
Department of Medicina
Seattle, WA 98195
Telephone: 206 543 3593

CONSENT FORM

Title of tnvesiigaiion-
Aulo-mmunity end Down’s Syndrome

Investigaiors:

Phitip J. Flatkow, M.D.. Protessor of Medicine and Geneiics
Fernando P. Arena, M.D., Ph-D, Senior Fellow in Medical Genetics
Rachel A Neviig, Family Worker

: i am a relative of a patient with Down’'s Syndrome {mongolism}. | understand that
Dr. Philip Fiatkow and his  associates at the University of Washington are conducting a research
project concerned with that disorder.,

As pari of their study, they are obtaining small amounts of blood {about two
tablespoons} from patients with Down’s Syndrome and their relatives. The purpose of the study
is 10 determine possibie relaiionship of Down's Syndrome with certain disorders of the thyreid
gland in patients wiak Down's Syndrome and their relatives:

I understand that sl personal data and information will be kept confidential and
available only to the investigators. | further understand that there is very little likelihood that
the results of the tests that Dr. Fialkow and his associates are doing will have any direct benefit
to me, but | realize that it is possible that the results will provide some insights into the causes,
and therefore into the prevention of Down’s Syndrome,

The risks associated with obtaining the blood specimen are very, very low. Occasio-
nally, some bhlood may 'eak from the vein and cause a black and blue spot which sometimes can
cause minimal, transistory discomfort. Rarely, a person may faint when blood is being taken.

if | participate ip the study, | will be seen by a family worker or physician at my
convenience, usualy i my home, who wili obtain a biod sample {about two tablespoons} by placing
a needle n an arm ve!n and who will ask a series of questions concerning my health and perhaps
the health of some of my close relatives, | realize that | may refuse to answer any or all of these
guestions.

I know that my participation in this study is voluntary and that | am free to
withdraw at any time wrthout any penalty whatsoever to myself or to my relative with Down’s
Syndrome. My partic:paton ot refusal Yo participate will have no bearing on my or my relatives’
eligibility for, and rece'pt of, social, economic or health services by the Department of Social and
Health Services of the Sraie of Washington.

I have had an opportunity to ask questions and have received satisfactory answers
to my questions.

The tests will be done at no cost to me and ! will not receive any payments or fees.

I agree To participate as a volunteer.
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Investigator’s Statement:

I have fully defined and explained the procedure to the volunteer, including the
risks and potential eftects. | am taking  ail appropriate steps to protect his or her rights and welfare
and to maintain confidentiality.

{1} (We) agree to our {son’s) {daughter’s) participation as a volunteer in this study.

Volunteer:
Name Age
S:gnature Date

Mother: ..., e e e .
Name Age
Signature Date

Father: ... s Cae e i s aas
Name Age
Signatute Date

and/or Legal Guardian: . .... R e
Name Age
Signature Date

investigaior: M e e e e e et e e
Signature Date

Copies to: Subject
Investigator's File
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PAUL |. TERASAKI, Ph D. e GARY 5. RACHELEFSKY, M.D., Department of Surgery, University
of California, Los Ange'es, CA. USA, e para tanto as amostras de sangue destinadas a este exame,

eram enviadas por via agrea, no mesmo dia da coleta, para aquele Laboratério, a fim de serem
processadas.

Os exames para a pesqussa de anticorpos antitirecidianos, bem como, o estudo
cromossomico foram sealizades no Yeterans Administration Hospital, Seattle, WA, USA, Servigo
do Dr. FIALKOW. ' '

L3 AL Pestjuisa de anticorpos antitirecidianos

Dais foram os testes realizados com a finalidade de se detectar a presenca e o titulo
de anticorpos antitireg:dianos nos ndividues investigados, o Tanned Red Cell Haemaggiutination
Test {TRCTleo Thyro d MiC*’O%DI‘!‘Idl An_tlbodies Test (TMAT).

C

L e e

O sangue coletade para estes exames, ap6s coagulacdo espontdnea era centrifugado
e o soro transferido para um frasco especial, devidamente numerado, ficando armazenado a tempe-
ratura de - 200C para postarior processamentao.

0 TROT destinavase & pesquisa dos anticorpos antitireoglobulina e foi realizado
segundo a mesma fécnica emprecada no estudo original de FIALKOW e col. (1971) e descrita por
este autor em FIALKOW et ai. 11966 b), Da mesma forma que no estudo anterior, considerou-se
positivos os titulos de 1/9 ou superiores.

0 TMAT destinava-se a pesquisa dos anticorpos antimicrosomatireoidiano e foi
realizado segundo a microtécnica desenvolvida pelo laboratério Fujizoki Pharmaceutical Co. Ltd.
do Japdo, (PERRIN e BUBEL, 1974}, Para tanto utilizou-se o kit Sera-Tek Thyroid Microsomal
Antibody Test {2802), manufaturado pelo referido iaboratorio e distribuido pela AMES Company
USA.

E interessante salientar que no estudo original de FIALKOW et al. (1971) para a
pesquisa dos anticorpos antimicrosomatireoidiano, o teste utilizado foi o Immunofluorescent
Test {1FT), reafizade sequndo a técnica descrita em FIALKOW et al. {1965b).

Entretanto, uma pesquisa realizada no préprio Servigo do Dr. FIALKKOW, testando-
se 23 individuos simuitaneamente com o IFT e o TMAT, mostrou uma correlagdo de 100%, quando
os vaiores dos titulos adotados como positivos para o TMAT foram iguais ou superiores a 1:100
(dados ndo pubiicados!. Assim sendo, no presente trabalho, em relagdo ao TMAT, somente foram
considerados como resuitados positivos aqueles obtidos com titulos iguais ou superiores a 1:100.

Para a andlise dos resulrados obtidos, no presents trabalho, denominou-se de Teste
Anterior agueles realizados por FIALKOW e col. {1971) no estudo original. Assim Teste Anterior
compreende © TRCT g ¢ iFT. Os individuos considerados positivos em relagdo ao Teste Anterior
s§0 aqueies que mosiraram um resultado positivo que no TRCT ou no IFT ou em ambos.

Da mesma manreira, foram chamados de Teste Atual aqueles realizados no presente
estudo, quais sejam o TRCT e o TMAT. Sdo considerados Teste Atual positivos aqueles indivi-
duos que most ararn um valcr positive querno TRCT ou no TMAT ou em ambos.

Finalmente, denominou se Resuitado Combinado a combinac8o dos resultados do
Teste Anterior com os rasultados do Tesie Atual. Assim, um resultado positive no Teste Anterior
ou no Teste Atual ou 2m ambos teaduz-se por um resuitado positivo no Resuftado Combinado.

-3 B. Estudo cromossdmico

O estudo cromossOmico teve por finalidade determinar, sempre que possivel, a
origem do cromossomo 21 em excesse nos probandos. Em oudtras palavras, tratava-se de verificar
se o cramossomo 271 em excesso, nos pacienies estudados era proveniente do seu pai ou de sua mée.
Para tanto, o sangue periferico obtido dos pas e dos probandos foi processado para a obtengdo de
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cromossomos de acordo com a técnica originalmente descrita por MOORHEAD et al. (1960).
De cada individuo foram feitas, uma média de cinco idminas, sendo uma ou duas submetidas a
técnica de bandeamento cromossémico € as demais, devidamente guardadas para posterior investi-
gacdo, caso necessario.

As laminas assim obtidas, foram submetidas & técnica de bandeamento cromossd-
mica, descrita por CASPERSSON et al. (1971), para & obiencéoe das bandas O.

As tAminas inicialmente secas, eram hidratadas em sclugdc de atanol com congen-
tragOes decrescentas (100% - 95% - 70% - B0%), ficando por B minutos em cada solucdo. A sequir
gram cotocadas em agua destdade também por b minutos e transferidas para uma sclugo tampéo
de Maclivaine ph 7 preparada peta diluicSo de 86,3 mi de Acido citrico 0,1 M (Ce Hx O ) e 453,7 m}

de fosfato dissédico 0,2 {Na, HPO.} em um fitro de dgua destilada, sendo o ph sjustado para 7.

A sclugio corante de mustarda de quinaciina era preparada peta dituicic de 0,5 mg
de mustarda de guinacrina para cada 10 m! de soiugic tampdo de Maclivaine ph 7.

Ag faminas eram entio mergulhadas por 20 minutos na solugdo corante a 200C e a
seguir eram passadas por 3 frascos contendo somenie a soiugdo tampdo de Maccivaine ph 7, perma-
necendo b minuios em cada um.

As dminyles eram entdo colocadas sobre as lminas utlizando-se solucdo saturada
de sucrose. Assim montadas, as iaminas eram guardadas na auséncia de luz para serem analisadas.
Tai anakise realizada sempre no mesmo dia em que as ldminas eram coradas, foi feita em um fotomi-
croscopio Zeiss i, equipado com luz ultravioleta de scordo com a técnica descrita por MAGENIS
et. a. (1977).

Uma media de 15 boas mefdfases feram fotegrafadas de cada individuo utilizando-se
o filme Kodak Tr: x pan 35mm, 400 ASA, Os cromossomos 21 de ecada célula foram reporduzidos
fotograficamente em 4 diferenfes tempos de exposicio (Figura 11-3-B-1} para acentuar as variagGes
existentes entre eles. O pape! fotografico utilizado foi ¢ Ektamatic SC revelado segundo o processo
Ektamatic.

As 4 difererites exposices de cada metafase foram feitas sempre a uma mesma
altura e tempo, variando-se porém, a abertura do aparelho amgiiador.

Pata a reproducgdo fotografica a escala do aparetho foi fixada no ponto 31/2 a fim
de assegurar 8 mesma amptiacdo, Cada negativo ol exposto 4 vezas durante um mesmo tempo de
exposigdo, variando-se porém a abertura do aparelho {i4 - {45 - 15,6 - 16,3}, A determinacéo do
tempo de exposicdo for realizada utilizando-se um negativo de intensidade média. O menor tempo
de exposicio deveria ser ainda suficiente para impressionar o papel fotogréfico de mode a tornar o
fundo bem préximo do preto. O maior tempo de exposigic deveria impressionar o papel fotografico
com intensidade tal, qus a banda cromossdmica mais interisa Tosse ainda visivel. Tal tempo variava
com a densidade do negativo e com a fonte luminosa, entretanto, o seu valor situava-se geralmente
entre 6 a 10 segundos. Embora a varidvel tempo permanecesse constanta para um mesmo negativo,
o seu valor, era ajustado para cada negativo.

As melhores fotografias eram entdo recoriadas € 0s cromossomos 21 emparethados
sobre um fundao preto, de acorde eom o modelo apresentadc na figura 11-3-B-2,

A decisdo guanto a4 origem paterna ou materna do cromossomo 21, foi em todes
os casos sempre tomada pela mesma pessoa (J.B.1* gue com base nos niveis de intensidade de
fluorescéneia dos cromossomos (brithante, intenso, médio, pilido e negativo) estabeiecidos pela
Conferéncia de Paris em 1971 (Paris Conference, 1971}, alaborou um tipo de avaliacdo que somente
leva em conta padrBes inra-cromossomo 21, possibilitando dessa maneira que cada cromossomo 21
fosse avaliado em relacdo a si mesmo, o que evidentemente, faciiita a comparagdo de vérias celulas,
mesmo de individuos diferentes e em condigdes diferentes.

c* Mrs. JEAN BRYANT - rasponsavel pelo setor de citogenst ca do Veterans Admiriistrazion
Hospital, Seattie, WA, U S.A., Servigo do Dr. Phillip J. Fialkow.
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Figura 11-3—-B—1 — Reproducdo fotogrifica dos cromossomos 21 de uma mesma
célula, com diferentes tempos de exposigdo.
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Figura 11-3—B—2 — Emparelhamento dos cromossomos 21 paternos, maternos
e do probando.

P2lewes ¢ iedes-m psyn
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Figura.l1-3-B-3 — Exemplo de classificagdo dos cromossomas 21 paternos, maternos
e do probando para a determinagdo da origem do cromossomo 21 em excesso. As fotografias utiliza-
das foram exageradamente ampliadas a titulo de demonstracéo.

Pa S Ph Ma Mb

Cromossomos Paternos Cromossomos Maternos
PATERNO MATERNO
Pa Pb Ma M b
brago |dist. |satélite | braco | dist. | satélite| brago [ dist. | satélite| brago | dist. | satélite
menor menor menor menor
|- | 2 - I 2 M i— 3 B+ M+ 3 M
PROBANDOQO
brago | dist. |satélite brago |dist. {satélite| brago |dist. [ satélite
menor menor menor
| — 2 §— -1 3 B+ M+ 3 M
Paterno a Materno a Materno b
PROBANDO

Pa

CONCLUSAO: origem materna
nao-disjungdo - primeira divisdo da meiose
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Assim sendo. os cromossomos 21 paternas {a e b} e maternos {a e b) eram classifi-
cados de acordo com a mnitens dade ds fisorescéncia do braco menor e dos satélites segundo as se-
guintes graduagdes.

Brithante {B} — intensidade maior do que aquela apresentada pela porgdo mais brilhanie do braco
maior do cromessemo 21,

intenso {i1 — intensidade igusl dgueia apresentada peia porcdo mais brilhante do brago maior
do cromeszoma 21,

Médio (M} -~ intensidede menor do que aquela apresentada pela porgdo mi s brilhante do braco
mator do cromassoms 1

Pélido {P) — levemenie visvvet,

Negativo {N} — invizive!

Tais graduagdes poderiam poy sua vez, serem acrescidas dos sinais de — ou de +.

Assim procedends, cada cromossoms 21 era avalisdo em relaglo & intensidade
luminosa do seu propric biaco marer, elimnando portanto, possiveis causas de erro como avtefatos
de coloragdo, intensidade de colorecdo, terrpo decorrido apds a coloragdo da ldmina, ete.

Outig perdmeiro uiilbzado toi a distdneia entre o brago menor do cromossomo 21
e 0 seu satélite. Em relacdo » este Uiiimo perametro, chamou-se de grau 1 a auséneia de distancia
entre 0 brago menor de cromessomo 21 e o seu swtélite, grau 2 a existéncia de uma curta disténcia
2 grau 3 a presenca de uma onga distancia. Em oresumo, 0§ cromossomos maternos e patermnos
eram classificados de acordo com g intansidade Jummnaosa do seu braco menor, de acordo com a
intens dade lumnosa do sau satdiita, bem como, de acordo com a distdncia entre o brago menor do
cromossomo 21 e o seu safiditte thigurag 1L.3B-3).

Em decorrénce de ial classiticacde foi possivel decidir-se em grande ndmero de
casos, N3c 50 a origam paterng ou marerna do crormossomo 21 em excesso, mas também, se a ndo-
disjungan respansavel ocotigd na pumeira ou N3 segunds divisdo da meiose,

Assimt 0 encontto nes piobandos de trés cromossomos 21 diferentes entre si,
traduzia a ocorréncia de uma ndo disjungo na primeira divisio da meiose e o encontre nos
probandos de dois ¢romossomoes 27 iguais enive si g de um diferente, traduzia a ocorréncia de uma
ndo-disjuncdo na segunda divisdo da mejose.

11-3-C. Pesquisa de antigenacs do sistema HE-A

Para a dete-munagie dos antigenos do sistema HL-A, 20 ml de sangue periférico
de cada individuo estudade, foi coletado ern um fraseo com anticoagulante (panheparin). Um total
de B2 antigenos referentes aos focus A ¢ B foram pesguizados utilizando-se a téenica de linfocito-
toxidade padropizada peio Navional Institute of Heaith-N.IL H. ITERASAKI et al,, 1973). Os anti-

soros utitizados foram também, agueiss selecionados nete NI H. juntamente com uma bateria de
varios outros antisoros selecionsdos a part:r de outras Tontes,

Lq. Processamento dog dados

(Ox dados colerades no presente projeto foram armazenados no computador DEC
SYSTEM 10 do John | Locke Jr Computer Zenter Health Sciences. University of Washington

- Seattle, WA, U.S A para 5 ¢t anafisados.

Etaborouse para taiio, um programa denominado ENTRY o qual permitiu a entra-
da de dados, atravds de terminais no Un versity of Washington Hospital e no Veterans Adminis-
tration Hospltal onde funcionava o 1aboratorno do Dr. FIALKOW,

A g i it S

0Os dados armazenaios através do programa ENTRY perfaziam um total de b5
varigveis disposias como mostia o formuldrio H-4-1 e especificados como mostra o formulério
H-4-2, constituindo assion. © banos de dados do presente trabalho. Para a andlise estatistica desses
dados ,utilizararmse os programas BANK e STAPACK de autoria de RIC.1".7, * HOUCHARD,
Western Michigan Univer vomputer Center, Kalamazoo, M. USA.
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-0 programa BANK se destina a manipuiz¢io dos dados de um banco de dados
permitinde a criacdo de novas varidveis, a combinagdo de varidveis a delegciio e modificagdo de va-
vidveis, @12, O programa STATPACK (STATICAL PACKAGE) permite a realizacdo dos diferentes
cdlculos extatisticos.

FORMULARIO 11-4.1,

Sequéncia ds varidveis constantes do programa ENTR'Y, apresentadas na sua forma original.

DOWNS SYNDROME PROJECT
IDNO ...... MOID ... . FAID .......8EX .. ....BIRTHDATE ...cccoeeei/rrriricrnniS i
SAMID . . ... TWINS ... ... ALIVE/DEAD ...... DATE OF DEATH... Y JUUUTOURTIT S
CAUSE . ....DOWN'SSYNDROME .. ... MARSTATUS ..... DATE... ST O S
REMO ....... REFA ...... COOPERATION. . ...... MATERNAL AGE GROUP ........
DISEASES
THYROID DISEASES: TYPEY .. .. .... CONFIRMED?.......... PROGRESS ..........
DIABETES MELLITUS: (TYPE)Y . . ... .. e e e e et
ADDISON'S DISEASE: ... .. ........ e e e i e e
NEOPLASM: {TYPEYI . .. ... .. . .. e e e e e e e
HEMATOLOGY: {TYPEY... .. .. e e e e e e e e
MUSCLE - NERVE{TYPE] e e e e et e e mm e e e et R
ULCERATIVE COLITIS: o e e e e e e e e e e e e e e e
RHEUMAfO!DARIHHIT!&.””.q,,...-_... .................. e e i v e e
Y STEMI . LUPUS ERY THEMAT OSUS . ... i i i e i s mn s onnrarstavanrannnnns
CONG. MALFORMATIONS: {TYPE) . ... . e i en e e
OTHER CHROMOSOMAL ABNORMALITIES: (TYPE) T, P
MENTAL RETARDATION: . ... e e aee s - e i a s b e ae it
OTHER(TYPE} ... .. ... . e e et e e e m b
LAB TESTS
PREVIQUS TEST — 1 - nons PRESENT TEST — 1 - none
2 - present 2 - present
DATE BiLOOD OBTAINED ., coovveod e viiveriedeeee DATE BLOOD OBTAINED. el viverernied voreerns
PREVIOUS TRCT .. v ernnsrerenrsnenerernsaneoeess PRESENT TRCT Lo coirmiseevnceeressennnns -
PREVIOUS TIFT . v PRESENT TMAT oo vrreire s ervsanon s eeeneaon
FPRESENT CHROMOSOMAL TEST 1 -none
2-present :
PRESENT CHROMOSOMAL TEST RESULTS: .. o i i e e it ienaaa e
CRIGIN OF THE EXTRA CHROMOSOME 21 . .. i e ettt st temananns
HE-A
LOCUS A ... AA ... cenreee AB

Locusse ........... . BA..........BB
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FORMULARIO 1142,
Lspecificagdes das varidvels constanies do programz ENTRY, apresentadas na sua forma original.

DOWN’S SYNDROME PROGECT DESCRIPTION

- ADNO — ldentification Number
2. MOID — Mother tdentification
3. FAID — Father |dentification
4- SEX

1-male

2 - female
5. BIRTH: . 'E

5. year

¢ - month

7 - day

8 - SAMID — Sampie tdentification
1 - newborn alive
Ssi birth
- spontaneous abortion
- induced abortion
- death on neonatal period or during the ISt year

LI o

[6.3 I )

g- TWIN/S

- no twin

- twin

-identical twin

- non identical twin, like sex
-non identicai twin, different sex
- other multiple birth

- some sex, identity unknown

10 ALIVE/READ
1 - alive
2 - dead

11 DATE OF DEATH
11 - year
12 - month
13 - day
14 - CAUSE OF DEATH
1 - acedent, war, suicide
- giroke
- heart attack
- heart disease
- neopiasms
- infectious diseases
~Immune defigiencies
- other
5 DOWN'S SYNDROME
1. individual with Down’s Syndrome
2 - individuai without Down's Syndrome
15 - MAR STATUS — MARITAL STATUS
1. single
2 - marriad
3 - divorced
4 . widowed

~ IO WA

GO o= S B WD RS
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17 - DATE — DATE OF MARRIAGE OR DIVORCE
17 - year
18 - morih
19 - day
20 - REMO — RELIGIGN GF THE MOTHER
1-noreioion
2 - proiesiant
3 carhieic
4 - jewssh
21 - REFA — RELIGION OF THE FATHER
T - no retigion
2 profesian
3 - catholic
& - jewsn
22 - COOPERATION
ndsadust found, guestionnaire and biood obtained
2 - indwrduai tound, questioninaive obtained and bleod refused
3 - indwiduai found, not cooperative
4 - indivdus not found
5 - famuiy refused indve duat to be contacted, too oid
6 - fam:'y retused individug! to be contacted, too il
7 - farmly refused individual to be contacted, other reason
8 - to0 youing
8 - dead
10 - unable to get biood
23- MATERIAL AGE GRUH”
1 -Group b i 35 years old at the time of the birth of the Down Syndrome chiid)
' 2 - Group }i > 34 years old at the time of the birth of the Down Syndrome child!

24 - THYROID DISFA.‘JF
- nenE
2 Cretfism
3 nen-coenganital hypothyroidsm
4 - hyperthyroidism, type urtknows or unspecified, Bx i eatment unknown
5 - hyperthyrodism, type unkrown or unspecified, Rx "TU (propylthiouracit}, etc.
B - hyperthyroidism, type unknown or urspecified, Rx treatment RAl {Radicactive
iodinel
7 - hypesthyroidism, type unknown o unspec:fied, Rx regtment surgery
8 - Grave's disease, no pathological report
9  Grave's disease, no lymphocytic infilt:ation
10 - Grave's disease, Hashimoto's thyroiditis
11 - Grave's disease, CLT {Chronic Lumphocy:i Thv: ~iditis)
12 - Grave's disease, focal lymphoceytic thyroic - -
13 - Grave's disease, {clinical diagnossis), Rx unki 2w or unspecified
14 - Grave s disease, (clinical diagnosis}, Rx PTU
15 - Grave's disease, (cHinical diagnosis}, Rx RAI
18 - Toxic noduie {s), Bx unknown

17" ", No pathological report

18- 7, No lymphocytic infiltration

9. 7 7, Hashimoro's thyroiditis

20~ ", CLT (Chronic Lymphocytic Thyroiditis)
21- v, fogal Lymphocytic thyroiditis

2 ", Bx PTU, etc.

23- ", Rx RA| {Radicactive loding)

24 - Nan- irvau go ‘tre, surgery, path report ungvailable
25- 7 o, adenona

26. 7 o T, coiioid goitre

27 o ", Hashimoto’s thyroiditis



28 - Non-toxic goitre, surgery, CLT

29. v oo " tosai tyinphocytic thyroiditis
30- oo o other

3 7, clinical diagrosis in past

32- ¢ oo ” - at present

33 - Thyroid hoermong treatment i1 pagt

34- " " N

35 . Thyroid suigery, diagnosis unknawe, path report unave'lable
36 - Thyroid malignancy, any type
37 - Thyroid tumar, dx unknown. Bx unknown
38 - Other
25 - CONFiRMED
i-yes
2-no
26 - PROGRESS
1-unknown
2 - unchanged
3 improuved

4 . cured
5 - detenoration
B - death
27 - DIABETES MELITTUS
1 none
Z - insuiin-dependent, onset before zge 30
3.7 " ” age 30 or iater
4. - " " unknown
b - insuiin not required, Rx oraf hypoglycemics, or diet only, onset before age 30
6 - msunn nor required, Rx orai hypouiycemics, or diet oniy, onset age 30 or later
7 . diabetes present, Rx unknown, onset before age 30
8. o " " 7 age 30 or later
9 - ” " " " unknown

10 - diabetes borderline

28 - ADDISON'S DISEASE

1 nong

2 - present
28. NEOPLASMS
- none
- acute lymphoblastic leukemia (ALL})
- acute myeslogenous leukemia {AML)
- acute feukemia, type unknown or unspecified
- cheenic lymphocytic leukemia (CLL)
- chronic myelocytic leukemia (CML)
- chronic leukemia, type unknawn or unspecifie
- Hodgkin's disease -
- lymphoma
- other hematopoigtic neopiasm
11 - cancer, breast
12 7, uietus
13- 7, {ung
14- ", colonorrectum

—
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16- 7, stomach
i6- ', bladder
17 -7 kidhey
18- 7, larynx
19 7, mouth
20- 7, skin

21 ", prostate
22- ", spleen
23- 7, ovaries
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24 - cancer, hone

25- ", brain

26 - canger, thyroid. type unknown o unspecified
27 " , follincular

28 , papillary

29. 7 ” . mixed papiltary and follicular
30 " " , other

31- " , pancreas

32 - Pheochromocytoma
33 - testicular seminoma
34 - cancer, liver

3 7, throat

36- 7, esophagus

37 7, other

38- 7, organ unknown

30 - HEMATOLOGY

31 .

32 -

33 -

34

35 -

1. none
2 - anemia with yellow jaundice
3 - anemia without yellow laund e
4 - anemia and taking cortisone
5 - anemiz and splenectomy
6 - hemaoiyric anemia
7 - pernicicus anemia
8 - anemva treatment with liver or vitamin B-12 injections
9 - other
MUSCLE-NERVE
1 - none

2 - multiple sclerosis
3 - myasthemia gravis
4 . other
ULCERBATIVE COLITIS
1 - none
2 - present
RHEUMATOID ARTHRITIS
1 - none
2 - present
SYSTEMIC LUPUS ERYTHEMATOSUS
1-nohe
2 - present
CONGENITAL MALFORMATIONS
1-none
2 - anencephaly
3 - spina bif:da cysfica
4 - cieft lip alone
b - clefi paiaie alone
6 - cleft iip and palate
7 - club foor, biateral or unilatersi
8 - hydrorepnalus
O - congeniial heart disease, invompatible with life
10- . ., compatibie with life
11 - cerabial palsy "
12 - congenital hip distocation
13 - multiple corngenital anomalies
14 - renai defect
15 - thyrogicssa! cysi
16 congenital deafness
17 - others

Y

48]



36 — OTHER CHR

B N e

37 - MENTAL RE

1.

2.
38 — OTHER

WO ~® T SN —

10 -

OMOSOMAL ABNORMALITIES

- none
- trissomie 18
- Trissomie 13
- other

TARDATION
nong
present

- nhone

rheumatic fever

- rheumatic fever with heart disease
- haact disease
- parkinson

ankylosing spondytilis
giaucoma

- asthma
- schisophrenia

kidney disease

11 - conegtive 11ssue disease
12 - eptiepey

13-
i4 .

live: disease
other

LAB TESTS

39 — PREVIOUS TEST

1.

2.
40 — DATE BLOO

nane
- present

D OBTAINED

A0 - vear

41

- moth

42 . day

43 — PREVIOUS TRCY
: _ i

W~ M I L M

negat:ve
5
9
27
B1
243
728
HE87

- gannot absorb

44 — PREVIQUS THFT

1.

2

3.

negative
i
23

4- 100

B

200

6- 400
70400
8- ANF
9.. mitochondrial

45 — PRESENT TEST

1 -

NQne

2 - present
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46 — DATE BLOOD OBTAINED
46 - year
47 - month
48 - day

49 — PRESENTE TRCT
- negative

5

9

27

81
243
729
- 2187
- cannot absorb
MAT
- negative
- 1:100
- 1:400
- 1:1600
- 125,600
- 125,600

51 — PRESENT CHROMOSOMAL TEST
1 - none
2 - present

62 — PRESENT CHROMOSOMAL TEST RESULT
- normal

- trisomy 21

- translocation G/G

- translocation D/G

- mosaicism

- poar harve:t

- other

53 — ORIGIN OF THE EXTRA CHROMQSOME 21
- no decision

- maternal {1 or 11}

- paternal {} or 11}

- maternal |

- maternal 1l

- maternal |

- paternal |1

54 — HL—A LOCUS A
AA
BA

56 — HL—-A LOCUS B
BA
BB

50 — PRESENT

NP W= OO ~d®mO 5 WN

ot BL= I S LIS FU R R

~ 0O WM =



“or se travar de um estudo de famitias onde cads membro deveria ser identificado
guanto ac seu gra de pareniesco em relacdo ac probande, um programa especial foi desenvolvide
no Division of Medical Genetics, University of Washington, Seattle, WA, USA, com a finalidade de

se atender a esta necessidade. Tal programa denominado REL * permite a partir de um probando,
a identificac8o de todos 05 seus parentes.

Assim sendo, o$ dados coletados ne presenie trabalho foram armazenados no com-
putados atraves do programa ENTRY e analisados estatisticamente corn 0 suxflio dos programas
BANK, STATPALK & REL

N zndlise dos dados, verificou-se Iniciaimente os resultados dos testes para a inves
tigacdo da presenca de autoimunidade {TRCT, iFT, TMAT).

Nyma primeira etapa os resultados de tais testes foram analisados para o total da
amostra, de acords noem 3 posicdo de cada individuo na familia {pai, mée, probando, irmics}
Assim sendo, pracuiou-se verificar 0 namero de individuos testados como positivos no Teste An-
terior {realizado pot FIALKOW et al., 1971} e no Teste Atual {realizado no presente trabaiho}

A saguir entre os individuos pertencentes ao Estudo |, selecionou-se somente aguetes
que haviam sido testados no Teste Anterior e também, no Teste Atual para constituirem uma
amostra de individuos gue se chamou de Dupiamente Testados, ou seja, testado duas vezes com
intervalo de aproximadamente 10 anos.

Na anilise dos resultados do estudo cromossdmico ¢ do estudo do HL-A, levou ss
em gonsideracdo a idads materna a época de nascimento do probando e a presenga ou auséncia de
anticorpos antitirecidianos nos individuos estudados.

A idade maierna de 3D anos a época do nascirento do probando foi considerads
limire. As mies com idade mencr do que 35 anos foram consideradas jovens e pertenicentes a
UM mesme grups, ¢ guat foi denominado Grupo !, As mdes com idade igual ou superior a 35 anoes
toram comsideradas idosas e também, neste caso, pertencenies & um mesmo grupo denominado
Grupo 1l. Em decorrénicia desta classificacio das maes, os demais elementos da familia, para efertc
de analise, passaram a ser também, reunidos em Grupos | e |1 deacordo com o grupo etdrio materno.

A autcimunidade, detectada no Teste Anterior ou no Teste Atual, foi considersds
presente nos individuos gue apreseniavam pelo menios um resuliado positive em qualquer um destg:
testes {Resuitado Combinado). Assim, na analise dos resultados do estudo cromossdmico e do
estudo do HL—A fevouse em consideragiio o Resuitado Combinado dos testes de anticorpos aniit
reoidianos, consideranido-se os individuos como sendo positives ou negativos.

As freguéneias dos antigencs do sistema HL—A nos individuos pertencentes ans
grupes | e 1l e tarmbém, no total {(grupo | +grupe 1) foram verificadas em cada categoria {pai, mie,
probandc e irmacs) e comparadas a uma amosira controie. Como amostra controle utilizou-se
um grupe de 419 individuos normais, caucascides, ndo descendentes de Mexicanos ou de ousros
Hispancamericanos, estudantes da University of California, UCLA em Los Angeles, CA. US4,
0% quals foram sendo tipados pelo mesmo laboratdrio, simultaneamente com 0s componentes da
amostra do presente ivabatho. Na comparagdo dos dados referentes & frequéncia dos ant{genas,
para cada antigenc utiizou-se um teste de qui-quadrado para duas varidveis independentes. O sig-
nificado estatistico toi avaiiadeo e o seu resultado corrigido em relagdo ao nUmero de varidve's
(antigenos). A corregdo ol feita multiplicando-se o valor obtido para a probabilidade do gui-
quadrado {p} pelo rdmere 52, ou seja, pelo ndmero de antigenos pesquisados (CHOPRA et al.,
19773,

* 0 programs REL {oi elaborado pelos senhores ROBERT COTTINGHAN e JOE FELSENSTEIN
ambos pertencenies ao Division of Medical Generics. University of Washington, Seattle, WA, USA.
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U — RESULTADOS
il — A amostra coletada

Os resultados do Estudo t e Estudo ki guanto ac nimero de pessoas sobie as quars
foi postivel obterse algum tipo de informacgdo encontram-se dispostas na tabela 1H-1-1. No con-
cerrente an numeao de pessoas investigadas laboratorialmente, a tabela 111-1-2 mostra os resultados
obtidos de acovcio com o grau de parentesco de cada membro da fernili. @ relagdo so probanda,
O numero toral de exames realizados foi de 1740 sendo 500 “Tanned red cell haemaggiutination

este” {TRCTY, OO “Thyroid microsomal antibodies test” {TMAT), 498 testes para a pesquisa de

antigenos do sstema HL-A e 242 caridtipos. Os resultados em poreentagem foram calcujados
em retagdo ac numero total de individuos existentes para cada grau de parentesco. Assim sendo,
veriticou-se gue dos 131 individuos portadores da Sindrome de Down, investigados no presente
rabalhe. 81% puderam ser testados laboratorialmente. Entre as suas mdes tal porcentagem foi de
08%, verticands sg, eniretanto, um menor percentual entre os irmios {44%) e as irmas {58%)
dos protandos

t11.2 — Pesquisa de Anticorpos Antitireoidianos

Qs rasuitados da pesquisa de anticorpos antitireoidianos realizadcs no total da
amostra de T30 familias, levando-se em consideracdo o Teste Aniericr e o Teste Atual, bem como,
o Resultado Combinado desses dois testes encontram-se distribuidos na tabela H1-2-1.

Os resultados obtidos em relagdo ao grupc de individuos Duplamente Testados,
ou sejs, agueles gque foram anteriormente testados por FIALKOW et ai. {1971} e também, no pre-
sente trabalhe, encontram-se reunidos na tabela 111-2-2.

Em retac8o aos diferentes membros das famfilias gue tiveram o seu teste de autoimu-
nidade aiuat, em discorddncia com o teste anterior, a coluna & mosira a resultante para o total
de ndividuos em cada categoria. Assim entre 79 probandos dupilamente testados, o namero de
indwyrdues que se tornaam positivos foi maior do gue o ntimero de individuos que se negativaram,
havendo, dessa maneira no total da amostra, um saldo positivo de 17 para 0s gue se positivaram.
0 mesme saldo com um numero maior de positivos, verificou-se no caso dos pais {+ 2} e dos irm3os
{+ 2} dos probandos Entretanto, em relagdo as maes (— 4} e as ivmi3s {— 5) dos probandoes, encon-
trou-se um maior numes o de individuos que se negativaiarn rio segundc exame,

TABELA {11 — Numere de individuos no Estudo | e Estudo Il sobre os quais fci possive!
ot 22 algum tipo de Informagio

Estudo | Estudo |1 Total
Mamero de Farilias 215] 35 130
Prohandos (Dovng? 96 35 131
Fals 95 35 130
Maes a5 356 130
brméos 137 50 187
irmas 107 28 135
irmdos sem sex0 avsnalado 62 21 a3
irméos Paiernos 162 67 £19
irm3s Parernas 145 61 206
{rmaos Paternos sem sex0 assinatado 7 0 7
Irmios Maternos 169 66 225
{rras Maternas 149 6b 204
irmaos Maternos serm sexo assinalado 26 1 27

N
“d



TABELA I11-1 2 — Nume-o de individuos investigados laboratoriaimente no Estudo |, Estudo 1
e no total da amaostia. Entre paréntesis os valores em porcentagem, calcuiados em re-
lagdo ao toral de individuos existentes em cada categoria

Estudo ! (%) . Estudo 1§ {%) Total (%)
Probandos 18 (92} 18 {61} 106 (81}
Pais 77 (81} 28 {80) 103 (811
Miaes 93 {08) 35 {100} 128 {98)
Irmios 76 (bb} 7 (14} 83 {44}
lrmas 73 {68) b {18 78 {581
Total 447 83 500

TABELA HI1.2.1 - Resuitados da pesquisa de anticorpos anifitirecidianos reatizada no total da
amostra de 130 tamitias, levando-se em consideragdo ¢ grau de parentesco dos individuos
testados e a época de reatizacdo do teste.

Teste Anterior Teste Atual
Total Positivo % Totai Positivo %
Probandos 79 21,5 106 40.5
Maes 93 31.2 128 23.4
Pa's 79 786 105 8.6
Irmécs 57 35 83 8.0
brmis 59 10.2 78 9.0

TABELA 111 2.2 — Resultados da pesquisa de antico+pcs antitireoidianos realizada em uma amostra
de :ndividuos Duplamente Testados, ou seja, por FIALKOW et al. (1971) (Teste
Anterior} e no presente trabalho {Teste Atual). A coluna A indica o n(mero e 0 percen-
tual de individuos que tiveram o resultado do seu Teste Atual alterado em relacdo ao
resultado do seu Teste Anterior,

Toral Tesre Anterior Teste Atugl Resuitado A
Corribinado
Probandos 78 {173 21.8% (34} 43.6% (40} 51.3% {+17} 21.8%
Maes a2 {28) 30.4% (23} 25.0% {34} 36.9% {-- B} 5.4%
Pais 73 { &) 6.8% {7 9.6% { 8} 10.9% {+ 2) 27%
Irmdos 42 (N 2.4% { 3) 7.1% { 4) 3.5% {+2) 4.8%
brmas a7 { 81 12.8% {1 2.1% { 6) 12.8% (- B) 10.6%

& amostra de individuos Dupiamente Testados, utilizada na tabela antecos,
toi também, anabsade de acordo com o grupo etaric materno {Grupo | e Grupo i) como mostram
0¢ dados da Tabeia 111273,

i 3 — Eetudo cromossdmico

0 estudo cromossbmico abrangeu 87 famitlas de poriadores da Sindrome de
[own, sendo que umg detas apresentava 2 filhos afetados Entre as familias estudadas, 27 ndo pu-
deram ser anstisadas visio estarem incompletas por morie ou ndo cooperacio de um de seus mem-
bros {pai, mie ou probando}. Em quatro familias a ma qualidade das culturas obridas ou ¢ encontro
de mosaicos, ndo permitiy a andlise. Em cinco famflias verificou-se a presenca de transiocagdes do ti-
po DeNovo sendo 1 G/G {21/21) e 4 DIG (14/21: 1421, 14/21, 15/21}. Assim sendo um total de 60
familias perfazende 51 probandos foram analisadas a Tim de se decidii a origem do cromossomo 21
em excesse no probando :

28



Em 24 casos ndo fol possivel decidir-se a origem do cromossomo 21 em excesso,
tendo em vista a susénuia de Imaicadores paternos e / ou maternos adequados, a gualidade técnica
dos cromossomos obtidos, o padrio das fotografias, etc. Assim, em 38 casos {36/60 = 60%) a ori-
gem do cromessomo 21 em excesso nos probandos fo: identificada, sendo que em 27 casos a origem
foi materna e em 9 casos, paterna. No concernents a identiticacdo da origem da nZo-disjuncdo em
relacdo a primeira ou segunda divisdo da meiose, em um caso apesar de se identificar a origem
materna da ndo-disjuncdo, nfo foi possivel decidiise a divisdo da meicse em que ela ocorreu.

TABELA 111-2.3 — Resuitados da pesquisa de anticorpes antitireoidianos realizada nos individuos
Duptamente Testados, levando-se em conta & idade materna a spoca do nascimento do
probando (Grupo | ou Grupo I},

Total Teste Anterior Teste Atual Resultado
Combinado

Grupo! Grupell Grupol Grupcii Grupol Grupolt Grupol Grupoll
Probandos (49) {29} 26.0% 13.8% 40.1% 48.3% BI1% 48.3%
Mies {59) {33) 30.5% 303% 254% 24.2%  37.3% 36.4%
Pais (B0 (23) 2.0% 17.4% 2.0% 26.1% 4.0% 26.1%
lrméos {29) {13} 0.0% 1.7% 6.9% 71.7% 6.9% 15.4%
Irmds (33} (14) 12.0% 14.3% 3.0% 0.0%  12.0% 14.3%

Qs dados dispostos na tabela HI-3,1 mostram a origem da ndo-disjung¢do do cromos:
somo 21, em 35 casos de portadores da Sindrome de Down

Levando-se em consideragdo a origem materna (M1 primeira divisdo da meiose ou
M2 segunda divisdo da meiose} ou paterna {P1 primeira divisdio da meiose ou P2 sequnda diviséo
da meiose) do ciomoassomo 27 em excesso, bem como, a idade materna do nascimento dos proban-
dos {Grupo | ou Grupo 11}, construiu-se a tabeia 111-3.2,

Considerando os Resultados Combinados dos tastes para anticorpos antitireocidianos
nas mies dos probandos, bem como a origem do cromossomo 21 em excesso nos prohandos, cons-
truin-se a tabela 111-3.3.

i1i-4 — A pesquisa de antfgenos do sistema HE -A.

A frequeéncia em procentagem dos antigenos referentes acs locus A e B do Sistema
HL-A nos individuos portadores da Sindrome de Down nos seus pals, nas suas mdes @ nos seus
irm3os, de acordo com o grupo etdrio bem como, a fregliéncia em porcentagem desses antigenos
em 419 individuos controles, encontram-se dispostas nas tabelas 111-4.1 até 111-4.8.

TABELA Il-3.1 — Origem da néo-disjungdo de cromossomo 21 em 35 individuos portadores
da Sindrome de Bown,

Meiose Materna Paterna Total

I {779) 20 5674 5 {71¢4) 25
1] {23%) © (449 4 {29%) 10
Total 26 (74%) g {26%) 35

TABELA 1-3.2 — Ovigem {(paterna ou maternal da ndo-dsjungdo 4o crorossomo 21 levando-se
em conta a fase da meiose e a idade materna a épcca do nascimento do probando Grupo |

e Grupo 11).
Meicss
Maes M1 M2 1 P2 Total
Grupo | 12 3 5 4 24
Grupo Il 8 3 0 v 11
Total 20 6 5 4 36
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TABELA IH-3.3 — Origem da njo-disjungdo do cromossomo 21 e Resultados Combmados dos
testes de autoimunidade nas m3es dos probandos (R.C.M.).

R.CM Mt
Positivo 4
Negativo 10
Total 14

Meiose

M

SN WM

T -

P2

ke

Total
1
28

TABELA 111-4.1 — Fregiincia em procentagem dos antigenos do sistema HL-A, iocus A, em
individuos portadores da Sindrome de Down {Grupo 1 e Grupo It} e no total da amostra,
comparada a um grupo cortrole.

Antigenos Coniroles

{419)
Al 27 68
A2 48.93
A3 25.30
A9 000
AlD 0.00
Al 12.41
A28 3.82
A26 9.65
A28 7.40
A29 5.97
AW1g 0.00
AW23 3.34
Aw24 14.32
AW30 3.82
AW31 6.68
AW32 9.79
AW33 2.39
AW34 0.00
AW36 0.00
AWA43 0.00

Totat
{(10€}

33.02
51.89
25.47

11.32
283
3.77

11.32
3.77

1.89
23.68
3.77

- 377
- b6
1.89
1.89

Grupo |
{63)

34.92
52.38
20.63

14.29
3.17
476

1.1
476

317
17.48
3.17
4,76
47
37
148

Grupo il
{43)
3023
51.16
32,66

8.58
2.33
2.33
11.63
2.33

32.56
4.56
2.33
$.30

2.33



"TABELA il1-4.2 — Fregiiéncia em porcentagem dos antigemos do sistema HL-A, locus B, em indi-
viduos portadores da Sindrome de Dowr (Grupe | e Grupo |1} e no total da amostia,

comparada a um grupo controle.

Antigenos Controles Total Grupo |
1419) (106) (63}
B5 024 0.94 58
B7 223 23.58 23.81
- B8 ; 18.85 26.42 26.98
B12 6.44 24.28 28.57
B13 5.01 7.55 4.76
B14 7.64 5.68 6.35
B15 11,22 15.09 19.05
‘B17 9.07 472 794
B18 6.68 7.55 6.35
B27 8.11 13.21 12.70
B37 2.63 1.89 3.17
B40 11.46 12.26 14.29
BW16 .00 — -
BW21 095 — -
BW 22 0.24 — -
BW35 20.29 16.98 14,29
BW38 5.01 .66 6.35
BW39 3.58 2.83 1.59
BW41 G.24 : — —
BW42 0.00 — —
BW44 2053 4.72 -
BW45 0.95 — -
BW46 (.00 - -
BW47 0.00 - -
8wWasg 0.00 — —
BW49 2.39 ' — -
BWS50 1.67 0.94 1.59
BW51 10,26 £ 80 6.35
BW52 .91 094 1.59
BW53 000 ' - -
BWb4 b a7 189 1.69
BW5b 0.00 - -

Grupo 1
(43)

23,26
25.58
18.60
11.63
465
9.30
8.30
13.95

9.30
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TABELA 111-4.3 — Freqgiiéncia em porcentagem dos aniigenos do zistemsa HL-A, locus A, nas pais
dos individuos portadores da Sindrome de Down {Grupo i & Grupo 11) e no total da

amostra, comparada a um grupo controle.

Antigenos Controles Totai - Gruoo !
{419} : {103} TN
Al 27.68 32.40 33.80
A2 48.83 48.57 53,62
A3 2530 31.43 29,89
A9 0.00 — —
A10 .00 - —
A1 12.41 18.19 15.49
A25 3.82 2.86 1.41
A26 9.5b 2.86 1.41
A28 7.40 8.57 8.45
A29 5.97 5.7% 5.63
AW1G 0.00 — —
AW23 334 _1.90 2.82
AW24 14.32 20.00 18.31
AW30 3.82 2.86 4.23
AW31 6.68 2.86 2.82
AW32 9.79 3.81 1 2.82
AW33 2.39 2.86 -
AW34 0.00 0.95 1.41
AW36 0.00 - -
AWA43 0.00 - —

Grupo |
(34)

29.41
3824
356.29

17.65
5.88
5.88
8.82
5.88

23.53
2.94
5.88
5.88

TABELA 111-4.4 — Fregiiéncia em porcentagem dos antigenos dos antigenos do sistemna MEA,
locus B, nos pais dos individuos portadores da Sindrome de Down {Grupo 1 e Grupo 11}

e no totai da amestra, comparada a um grupc controie.

Antigenos Controles _ Total Grupo |
(419) (105) (71}
Bb 0.24 0.95 1.41
B7 22.91 32.38 30.99
B8 18.85 25.71 26.76
B12 6.44 17.14 18,31
B13 5.01 3.81 282
B14 7.64 3.31 423
B15 11.22 571 7.04
B17 9.07 2.86 2.82
B18 6.68 7.62 0.86
BZ27 8.1 8.57 8.45
B37 _ 2.63 2.86 141
B40 11.46 17.14 16.90
BW16 0.00 - -
BW21 0.95 2.86 423
BW22 0.24 3.3 4,23
BW35 20.29 18.10 14.08
BW38 5.01 3.62 4.23
NW39 3568 2.86 2.82
BW41 0.24 — —
BW42 0.00 — , -
BW44 2053 952 5.63
BW45 0.95 — —
BW46 0.00 — _
BW47 0.00 — -
BW438 0.00 -- —
BW49 2.39 0.95 1.41
BWSH0 167 0.95 1.41
BW3SE1 10.26 g.52 1268
BW52 1.91 1.90 2,82
BW53 0.00 — -
BW54 5.97 0.95 —
BWG5 0.00 0.95 1.41

Grupo 11
(34)

35.29
23.83
14.71
5.88
2.94
2.94
2.94
2.94
8.82
5.88
17.65

2.94
26.47
2.94
2.94

17.65
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TABELA I11-4 5 — Fregiléncia em porcentagem dos ariigenos do sistema HL-A, logus A, nas mies
dos individuos portadores da Sindrome de Down (Grupo 1 e Grupo !1) e no total da

amostra, comparada a um grupo controle.

Antigenos Coniroles Tota Grupo |
{419) {127} (8D
Al 2768 33.86 33.75
A2 4893 53.54 52.50
A3 25.30 17.32 175"
A9 .00 - -
A10 0.00 — -
Al i2.41 11.8% 11.25
A2ZbH 382 472 7.50
A26 055 7.08 11.25
A28 7.40 7 09 5.00
AZ9 .97 472 5.25
AWI9 0.00 — —
AW23 334 5 .51 5.25
AWw24 14 32 14.17 87b
AW30 382 5.51 3.75
AW31 6 68 7.87 7.50
AW32 979 4.72 3.75
AW33 2.39 3.15 3.75
AW34 000 0., 1.2h
AW36 e - --
AW43 0.00 - -

Grupo 1
{#7)
34.04
5b.32
17.82

v2.77

10.64
213

4.2¢
2340
851
8.51
6.38
2.13

TABELA 11146 — Frequéncia em porcentagem dos antigenos do sistema HL-A, 1ocus B, nas mies
dos individuos portadores da Sindrome de Down (Grupo | e Grupo I1} e no totat da

amostra, comparada a um grupo controle.

Antigenos Controles Toisi Grupo |
{419} {1.7) {G0)
B5 {3.24 -~ —
B7 2291 21.26 17.50
b3 18.85 2362 25.00
B12 6.44 23.62 26.25
B13 5.01 472 3.75
B14 7.64 7.09 7.50
B1b 11.22 13392 12.50
B17 9.07 8.66 1125
B18 6.68 9.45 10.00
B27 8.11 12 B0 13.75
B 2.63 1.57 2.50
BW16 0.00 — o
BW21 0.985 0.78 —
BW22 : 0.24 1.5%7 250
BW3E 20.29 1417 13.75
BW38 5.01 5.51 6.25
NW39 3.58 2.36 -
BW41 (.24 - —
BW42 0.00 - —
Bw44 20.63 4.72 3.75
BW45 (.95 078 1.25
BWA6 0.00 L - —
BW47 (.00 - -
BW48 (.00 - —
BW49 239 0.79 1.25
BW5EQ 1.67 — —
BWb1 10.26 8.68 3.00
BWb?2 1.91 079 1.25
BW5H3 0.00 — —
Bwb4 5.97 157 1.25
BW55 0.00 — -

Grupo U
(47}

27.65
21.27
19.44
6.38
6.38
14.89
4.25
8.51
10.63

212

14.89
4.25
6.38
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TABELA 11].4.7 — Freqgiléncia em porcentagem dos antigenos do sistema HL-A, focus A, nos irmdos
{O + Q) dos individuos portadores da Sindrome de Down (Grupo 1 e Grupo I1) e no total
da amostra, comparada a um grupo controle, '

Antigenos Controles Total Grupo | Grupo |l
{419) (160} {99) (61}
Al 27.68 3125 37.37 21.31
A2 48.93 50.00 48.48 52.46
A3 2530 3375 3¢ 30 30.34
A9 0 Q0 — - —
A10 ¢ 00 — — -
A1l 12 .41 $.38 60.61 14.76
A25 . 3.82 1.88 3.03 -
AZ6 965 3.13 3.03 3.28
A28 7490 14 38 13.13 16.39
A29 597 7.50 9.09 4.92
AW19 0.00 - - -
AW23 3.34 4.38 7.07 —
AW24 14 32 20.00 15,15 27.87
AW30 3.82 1.88 2.02 1.64
AW31 6 68 3.75% 4.04 3.28
AW32 9.79 3.13 4.04 1.64
AW33 2.39 1.25 2.02 -
AW34 0.00 0.63 1.01 —
AW36 0G0 — - -
AWA3 0.00 — — -

TABELA I11.4.8 — Freqiiéncia em porcentagem dos antigenos do sistema HL-A, locus B, nos
irmdos (O « Q} dos individuos portadores da Sindrome de Down {Grupo | e Grupo Il} e
no total da amostra, comparada a um grupo controle.

Antigenos Controles Totai Grupo | Grupo 1|
{419} [160) 99) (61}
BB 024 063 1.01 —
B7 22.91 31.88 23.23 45,90
s 18.85 23.75 26.26 19.87
B12 26 44 30.00 31.31 27.87
B13 501 6.25 8.08 3.28
B14 7.64 8.13 8.08 8.20
B15 11.22 12.60 14.14 9.84
B17 907 4.38 5.05 3.28
818 5.68 6.88 9.09 3.28
B27 8.11 0.38 9.09 9.84
B37 2.63 2.50 3.03 1.64
B40 11.46 18.13 23.23 9.84
BW16 0.00 - B —
BW21 095 0,53 — 5 .64
BW22 0.24 3.75 4.04 3.28
BW35h 20.29 11.88 10.10 14.75
BW38 5.01 375 4.04 3.28
NW39 358 2.50 - 6.56
BW41 0.24 - — —
BwW42 .00 - - —
BW44 2053 3.13 2.02 4.92
BW45 0.95 - — —
BW46 0.00 - — —
BWA47 _ 000 — — —
BW48 0.00 - — —
BW49 2.39 125 2.02 -
BWS0 1.67 — — —
BW51 10.28 5.00 3.03 8.20
BW5G2 1.0 0.63 1.01 —
BWE3 0.00 - — -
BW54 597 1.25 — 3.28
BW55 .00 - - —
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Y - DSCUSEBAD
V.1 -— -Ariticorpos Aptiifeoidianos

Como vimos anteriormente, na invoducdo do presente trabaiho, os estudos de
FiALKOW « cotaboradores sugerem 5 exisiépcia de uma predisposicio familiar a autoimunidade
tireoid ana em consegiiénciz da qual, ou de algum fator relacionado a esta predisposicao, certas
mulheres seriam mais suscative's a terem uit 1itho com a Sihdrome de Doy n,

A piesenga de autcimunidade 1wecidisna estimada a partir da pesquisa de anticorpos
antiiresidianos, nos indviducs portadotes de Sind:rome de Down e em seus familiares pode ser
aveliada na tabeia 1112 1. Nesta tabela apresenta se os resuitados do Teste Anterior e do Teste
Atug' para o 1otal da amostra de 130 familias. Dave se ressaltar que neste ¢aso um maior nimero
de individuos possur somente o Teste Atua! devido ao acréscimo das 35 familias do Estudo 1l

Quando s6 se leva em conts 3 posigio dos individuos na familia, observa-se que
tantc nc Teste Anierior guando no Teste Alual os porbandos e suas maes sdo 0s que apresentam
a maio- freqléncia de tesies positivos. Ass'm sendo, verifica se gque o intervalo de tempo decorrido
enire 0 Teste Antei0: e o Tesie Atusl ndo alte<ou a zendéncia inicial observada. Entretanto, quanti:
tarivarmente os probandos aumentaram o seu percentual de resultados positivos ao passo que suas
mass aparentemente dimnisicam.

Para posablitar ums analise mais apurada de uma eventual alteracdo dos resultados
em funcic do tempo decornido entre o Teste Anierior e o Teste Atual, selecionou-se somente os
intividuos que foram Duplamente Testados, ou sela, agueles que apresentavam os resultados do
Teste Anferior e do Teste Arual iTabela 1M 2,21,

A difesenga enire o resultados dos Testes Anterior e Atua!l, dispostes na coluna i
foi calculada admirinde se iguatdade de condicGas na realizagdo desses testes, bem como, igual
sansibitidada dos mesmaos

Wale a pena lembrar que o feste para a pesquisa de anticorpos antitireoglobulina
realizado no Teste Anterior {TRCTY e no Tesie Arual foram feitos no mesmo laboratdrio {Servigo
de Dr. FIALKOW!L, com a mesma técriica e afe pela mesma pessoa. No concernente a pesquisa
de apticorpes antimicrosoma tireoidiano, embora no Tesie Anterior e no Teste Atual a mesma
tamhém tenha sido realizada no mesmo laboratoria {Servigo do Dr. FIALKOW), nas mesmas con-
diches e aié pela mesma pessoa, as téenicas emprecadas toram diferentes sendo que no Teste An-
terior o teste utilizado o o Immunofiugrescent Test {IFT) e no Teste Atual o teste utilizado foi
o Thyroid microsomai anttbodnes Tesﬁ‘{TMAT* como ficou dito no capftulo de Material e Métodos.

v AT e L e e s P gz e i e T

£ claro que este fato poderia eventusimente explicar alguma diferenca de resuitado
entre o Teste Anrenor e 0 Tesie Atual, entretanto virios trabathos na literatura demonstram uma
grande concordincia de resuliados entre o Immunofluorescent test e o Thyroid microsomal anti-
bodies test (PERRBIN e SLUBEL, 1874: AMINO ei. al. 1976}, além do que, como foi dito anterior-
mente, em 23 casos iestados no laboratério do Veierans Administration Hospital, Seattie, WA,
USA, Servigo de Dr FIALKOW a concordéancia do IET e do TMAT foi de 100% quando o limiar
de positvidade para o TMAT foi considerado o +tuic 1100, adotado no presente trabaiho. Por
estas razbes, consider=u se o Teste Ajual e 0 Teste Ansersor, como tendo sido realizados nas mesmas
condicSes e apresentando ¢ mesmo poder discriminatdrio.

isto pesio, verificase na tabela 118-2.2 que 21.8% dos portadores da Sindrome de
Dcwn tesiados como nsgat-vos no Tesie Anterior, tornaram-se positivos no Teste Atual (Xu;
corl. - 7.458; P< 007). Entre os dema:s familiares, as alteracdes observadas foram bem menores e
em nenhum outio caso chegou a sey estanqncamente significativa.

0 snconira simuitdneo de indiv !fduos gue se tornaram positivos no Teste Atual, bem
come o encontro de indwiduos que se tornaram negativos nesse mesmo teste, reforga a hipdtese de
aue o Teste Atus! foi bastanie sernethante ao Teste Anteisor. Por outro lado, no concernente acs

35



probandos, a comparacdo dos resuitados dos Testes Anterior e Atual svidencia claramente que
durante o mtervalo de tempo decorrido entre estes testes, um ndmero significativo de probandos
desenvoiveu autoimunidade. Assim sendo, os dados da tabela |11-2.2 permitem congiuir que durante
o intervalo de tempo decorrido entre o Teste Anierior e o Teste Atual, um ntimero significativo
de portadores da S‘ndrome de Down desenvolveu anticorpos antitireoidianos sendo que o mesmo
ndo pode ser observado entre os seus familiares.

Na tabela HI 2.3 ¢ mesmc grupo de individuos Duplimente Testados foi agora
_subdividido de acordo com a idade materna & época do nascimento dos probandos, em Grupo | e
" Grupo b Tab d-visdo desiinou-se a averiguar a existéncia de alguma eventual diferenga entre os
grupos, no concernente a autoimunidade, tanto no Teste Anterior quanto no Teste Atual.

Os dados obt:dos mostram que o aumento de resultados positivos no Teste Atual
em relacdo ao Teste Anterior, observado nos probandos fol estatisticamente significativo entre os
probandos do Grupo ¥, 0s quais passaram de 13.8% no Teste Anterior para 48.3% no Teste Atual
{X ,i["') corr, = 6,5625: P~ 0,02}, Entie os probandos do Grupo |, embora tenha se verificado um
aumente de iesuitados positivos de 26.5% paira 40.1% o mesmo nao foi estatisticamente significati-
vo {Xi;) cort.= 1,645; P> 0,20).

Assim embora nos probandos n3o se enha observado diferengas estatisticamente
significativas ertre os Grupos | e H. quer no Teste Anterior (X(") corr. = 1.067; P> 0,30) quer no
Teste Atual (X7t corr. = 0,164; P > 0,50}, 2 analise do desempenho imunoldgico desses individuos
durante o intervaio de tempo decorrido entre 0 Teste Anterior & o Teste Atual, mostra que os
individuos do Giupo !, em termos imunotdgicos se “‘comportaram’ diferentemente dos individuos
do Grupo !l. Tal tato ndo pode ser observado entre os demais familiares.

Em relacdo aos pais dos probandos, verificou-se uma diferenga entre os resuitados
do Grupo | t2.0%} e do Grupo I} {17,4%} no Tesie Anterior (X(f) Corr, = 3,685; P> 0,05} sendo
que tal diferenca tornou-se nitidamente acentuada no Teste Atual {X(:) corr. = 7,947; P< 0,01)
ou seja, apds o intervaio de tempo decorride entre os Testes Anterior e Atual.

Assim sendo, os dados da tabela (11-2.3 parecem sugerir no caso dos pais e dos pro-
bandos, a existéncia de um comportamenic autoimune diferente para os individuos pertencentes
ao Grupo | e ao Grupo 11,

IV .2 — Estudo Cromossémico

Qs resuftados do estudo cromassomico dispostos na tabela 110-3.1 foram bastante
semelhantes aqueies obtidos por outros autores e dispostos na tabela 1V-2.1. Assim verificou-se
no presente trabalho que 74% das ndo-disjungdes identificadas foram de origem materna e 26%
de .origem paterna. No concernente 3 divisdo da meiose {primeira ou segunda) em que ocorreu
a ndo-disjuncdo, observou se gue enite Os casos de origem materna, aproximadamente 3/4 deles
resultaram de um erro na primeira divisdo da meiose. Entretanto, entre os casos de origem pa-
terna as ndo-disjungles ocorreram com freqléncias semethantes na primeira (56%) e na segunda
{44%) diviso da meiose.

Levando-se em conta a idade materna a época do nascimento dos probandos (Gru-
po | e Grupc lij, a origem {materna M e paterna P} dos cromossomos em excesso nos portadores
da Sindrome de Down, bem como, a divisfo da meiose {1.0 ou 2.0) em que ocorreu a ndo-disjuncio,
obteve se a 1abela |1-3.2. Nesta tabela veriticou-se que nos individuos do Grupo 1, 62% dos cromos-
- somos identificados foram de origem materna e 38% de origem paterna.

Entre os individuos do Grupo 11, 100% dos cromossomos identificados foram de
origem materna
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TABELA TV - 2.1 — Origem {paterna ou maternal da ndo-disjungdo do cromossoma 21 em excesso,
nas portadores da Sindrome de Dowi,

N@de Individuos Node Origem Materna Origemn Paterna  Referéncias
gstudados Conciustes Meiose | Meiose il Meiose | Meiose |
3] T{17%) i — — — LICZNERSKi e

LINDSTEIN {1972}

10 2 {20%) 1 - - i PUNNETT et. al,
{1973)

12 4 {33%) 4 - - - ROBINSON (1973)

59 7Ti12%) - — 3 - 4 BOTT et al. (1975}

32 3 (9% 1 2 — — GIRAUD et al.
{1975)

33 4 {12%) i Z — 1 (HARA e SASAKI
{1975)

58 13 (22%!) 5 4 2 2 MIKKELSEN et. al.
{1976}
HANSON e
MIKKELSEN{1976)

40 23 57%) 22 - 1 - SCHMIDT et al.
{1976)

70 34 {49%) 16 6 8 4 WAGENBICHLER
(19786)

42 31 (74%) 23 1 5 2 MAGENIS et al
(1977}

362 122 (34%) 74(80%) 18(20%) 16(53%) 14(53%) TOTAL
92 (75%) 30 {25%)

Entretanto no trabaiho de MAGENIS et al. {1977}, foi possivel observar-se que
entre 8 individuos do Grupe 11, em dois casos (25%} os eromossomos identificados foram de origem
paterna.

intetizmente aiém de ser ainda reduzido o ndmero de trabalhos sobre este assunto
existentes na literatura, em muitos deies a idade materna nic se encontra disponivel pasa aue os
individuos possam ser classificados em Grupo | e Grupo .

Assim reunindo-se os dados de MIKKELSEN et al. {1976}, MAGENIS et al.
{(1977) e os do presente trabalho, construiu-se a tabela 1V-2 2. Nesta tabela 8 possivel verificar-se
gue no concernenie a origem {materna ou paterna} do cromossomo 21 em excesso, os individuos
portadores da Sindrome de Down do Grupo |, apresentam porporgdes (maternas 69% x paterna
31%) diferentes daquelas observadas entre os individuos do Grupo H {materna 90% x paterna 10%}.

Embora tal diferenca ndo seja ainda estatisticamente significativa (X{ )* corr. =
2,721 P> 0,08), as proporgdes observadas sfo pelo menos indicativas, de que esta diferenga pro-
vavelmente existe e se torpard significativa, na medida em que se dispuser de maior nimero de
casos para serem analisados. Assim sendo, apesar da origem do cromossomo 21 em excesso, ser
predominantemente marerna em ambos os grupos, os probandos do Grupo |1, em quase sua totali-
dade, receberam o cromossomo 21 extra, através de suas maes,

TABELA IV.2.2 — Origem {paterna ou materna} da ndc-disjungdo do cromossomo 21 levando-se
em conta a fase da meiose e a idade materna a época do nascimento do probando
G apo b e Grupo |1,

M1 Grupo i Grupo 1}
M1 M2 P1 P2 Total M1 M2 P1 P2 Toral REFERENCIAS

5 2 2 2 N o 2 00 2 MiKKELSEN et. al., 1976
18 0 3 2 23 b 1 2 0 8 MAGENIS et. al.,, 1977
12 3 & 4 24 g8 3 0 0 v PRESENTE TRABALHO
3% B 10 8 58 13 6 2 0 21 TOTAL
{40(69%) 18(21%! 19(90%)  {2(10%)
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IV-3 — Antygenos do Sistema HL-A

A freqiéncia dos antigencs do sistema HL-A investigados no presente trabalho
(tabelas 111-4.1 a 11t-4 8}, foram comparadas ds frequéncias dos antigenos de um grupo controle,
Tal comparagdo no entanto, somente foi feita em relagdo aos antigenos considerados mais fre-
qlentes, ou seja, cujas freqléncias encontradas na amostra estudada, foram iguais ou superiores
a 10% (tabela IV 3.1}

TABELA 1V-3.1 — Comparaclo das freqliéncias em porcentagem dos antigenos do sistema HL-A
{locus A e locus B) nos individuos portadores da Sindrome de Down e em seus
famiirares, com as freqléncias desses antfgenos encontradas em um grupo conirole.
Semente foram comparados 0s antigenos cujas freqliéncias encontradas na amostra
estudada, foram iguais ou superior a 10%.

Antigenos Controles Probandos Pais Maes irmaos
Locus A (4191 {106) {105} {127) (160)
Al 27 .68 33.02 32.40 33.86 31.25
A2 48,93 51.89 48,57 53.54 50.00
A3 _ 25 30 25 47 31.43 17.32 33.75
Al1 12.41 11.32 16.19 11.81 -
A28 7.40 11.32 —_ — 14.38
AW2Z4 14 32 2358 20.00 1417 . 20.00
Locus B

B7 223 23.68 32.38 21.26 31.88
B8 18.85 2642 25.71 23.62 23.75
B12 26.44 24.28 17.14 23.62 30.00
B15 1,22 15.09 - 13.39 12.50
B27 811 13 21 — 12.60 —
B40 1146 12.26 17.14 15.75 18.13
BW35 20.29 26 .98 18.10 14.17 11.88

Os resultados obtidos mostram gue somente no caso do antigeno AW24 foi possivel observar-se
alguma diferenga entre a amostra estudada & a amostra controle. Em relagdo ao antigeno AW?24,
0s individuos porftadores da Sindrome de Down diferiram levemente quanto a sua fregiléncia,
dos individuos da amostra controle (X( "y cofr. = 4,968; P< 0,05), entretanto tal diferenca perde
o seu significado guando corrigimos a probabilidade P através da multiplicagdo da mesma, pelo
namero de 52 antigenos pesquisados {CHOPRA et. al. 1977},

Assim sendo, no presente trabalho ndo se verificou nenhuma diferenga significativa
quando as freqliéncias dos antfgenos do sistema HL-A dos individuos portadores da Sfndrome de
Down e de seus familiaras, foram comparadas a um grupo controle. Tais resultados confirmam os
dados de SEGAL & al. {1975), em contraste com o que foi previamente sugerido por BOXER e
YOKOYAMA {1972}, sequndo os guais, os portadores da Sindrome de Down teriam uma certa
diminuigdo na fregliénc:a dos antigenos do sistema HL-A, por inibigdo da expressdo desses mesmos
antigenos. '

com o intuite de se verificar a existéncia de uma eventual diferenga entre os indi-
viduos do Grupo | e os individuos do Grupo L, no concernente a fregtiéneia dos antigenos do
sistema HL-A, os aniigenos dispostos na tabela t1V-3.1 foram comparados em freqiéncia, nos
probandos e nos seus famitiares. Os resultados positivos obtidos encontram-se distribuidos na
tabela IV-3.2.

Em relacdo a freqhéncia do antigenc AW24, verificou-se que as mées do Grupo |
diferiram das mées do Grupo H {(X{:) corr. = 4,091, P< 0,06). Nenhuma diferen¢a entvetanto,
foi observada em relacio aos pais dos probandos,
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No concernente aos irmdos dos probandos, verificou-se gue a freqiiéncia do antigeno
B7 encontra-se nitidamente aumentada nos individucs do Grupo H (X() corr. = 7,919; P< 0,01)
e embora o X* corrigido ndo tenha sido signiticativo, diferengas puderam também ser observadas
em relacdo as freqUéncias dos antigenos A1 {(X() = 4,632 P< 0,05) e B40 (X(f)-r— 4 564; P<0,05).

TABELA 1V-3.2 — Resultados da comparacdo das freqléncias dos antigenos do sistema HL-A
nos individuos dos Grupos | € 11, Somente foram apresentados os antl’genos cujas
freqiénctas nos individuos dos Grupos | e {1 foram difere: tes.

PROBANDGS
Antigenacs Grupo ! Grupo X2 p X2 corr. p
63} (43}
AW24 17 48 32.56 3.232 >0,05 2,449 > 0,10
MAES
Grupo Grupo 1 X2 p X2 cotr. p
(80} (47)
AW24 a8.7h 2340 5227 < 1,05 4,091 < 0,05
IRMAQS
Grupo ! Grupo 1} X2 P X2 corr. P
{99 (61)

« Al 37.37 21.31 4532 < 0,05 3,816 > 0,06
AW?24 ©16.15 27.87 3,815 > 0,06 3,081 > 0,06
R7 23.23 45,90 3.932 < 0,01 7,919 < 0,01
B40 23.23 9.84 4,564 < 0,05 3,786 > 0,05

Assim sendc, o encontro de uma mator freqiéncia do antigeno AW24 entre as maes
do Grupo H, bem como, o encontro dos antigencs B7 e mesmo Al e B40 com frequiéncias diferen-
tes entre os irmaos ciassificados nos Grupos ! e H, sugere a existéncia nas mies e nos irméos dos
probandos de um desequilibric de !igac8o entre certos antigenos do sistema HL-A e 0 Grupo | ou I
em que foram classificados esses individuos,

V.4 - Autoimunidade e origem dz ndo-disjuncio do cromossomo 21 em excesso
nos probandos.

Analizando-se a origem da ndo-disjungdo do ¢cromoessomo 21 em excesso nos pro-
bandos {tabela }i!-3 2), verifica-se que a sua origem & predominantemente materna, principalmente
nos individuos do Grupo 1. Eniretanto, quando se leva em considera¢do a presenca ou auséncia
de autoimunidade materna, definida pelos resuitados combinados do Teste Anterior e Teste Atual
{RCM) das mies dos probandos {tabela 111-3.3), as proporgdes {materno x paterno) observadas em
maes positivas ou negat-vas talvez possam vir a se revelar diferentes, quando o nimero de dados
for suficiente para urma analise estat/stica.

Quando se combinam os fatores idade materna {Grupo | e Grupo !}, autoimunidade
materna (positivas cu negativas) e origem da ndo-disjuncic do ¢romossomo 21, verifica-se o disposto
na tabela V.41

E interessante salientar gue quando se observa a origem da ndo-disjuncdo em relagdo
a primeira ou segunda divisdo da meiose (paterna ou materna), verifica-se que nos probandos cujas
mies sdo autoimunes negativas, as proporgBes M1:M2 e P1:P2 se assemelham aquelas observadas
nas tabelas 111-3-1 ¢ W1 3-2. Entretanto, no conce:nente aos filhos de mies autoimunes positivas,
embora se reconheca que o ndmero de dados disponiveis € muito pequeno para qualquer conclusio,
as proporgdes M1:M2 tendem para 1:1, como nos casos observados de origem paterna.

Os dados da tabela [V-4-1 parecerm sugeriv gue a proporgdo M1:M2 nio difere
entre os Grupos | ¢ 1i ou seja, ndo é aiterada peifa idade materna e sim pela presenca ou auséncia
de autoimunidade materna, ac paqso que a propercio P1:P2 independe tanto da idade, quanto do
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estado autoimune das maes, permanecendo sempre em torno de 111,

TABELA 'V-41 — Origem da nfo-disjuncdo do cromossomo 21 de acordo com a idade (Grupo |
e Grupo 1} e com a autoimunidade matarna {positiva ou negativa).

MAES AUTOIMUNIDADE M1 M2 P1 P2 TOTAL
Grupo | — 9 1 2 3 15
Grupo | + 3 2 3 1 9
Grupo 11 — : 7 2 0 0 9
Grupo || : 1 1 0 0 2
TOTAL 20 6 5 4 36

Quando se procura definir fatores de alio risco para um casal ter um filho com a
S'ndrome de Down, & :mpostante guestionarse sobre o mecanismo de ag8o desses fatores. Assim o
enconiro de uma maior wncidéncia da Sindrome de Down na prole de determinado tipo de casal,
poderia ser explicado pe'a presenca de fatores que 'evariam a um aumento da freqléncia das ndo-
disjuncdes, paternas ou maternas, ou seja, um aurnento na “produgdo” de individuos partadores da
trissomia do cramossomo 21. Por outro fado, se se aceitar a existéncia nas mulheres, de um meca-
nismo de “vigitdncia imunologica’” que as permitam reconhecer a gestagdo de um concepto poriador
de uma aberraclo cromossomica, seria valido também, pensar na existéncia de fatores que agiriam
impedindo cu dificultando este reconhecimento imunologico materno.

Dessa maneira, enquanio no primeiro caso ter-se-ia um aumento na produgdo de
gametas anfmalos, aumentande porianto, a chance de ser gerado um concepto com aberragdo
cromossémica, no segundo caso ter-se-ia uma diminuigdo de uma eventual reagdo imunocldgica ma-
terna, contra embrifes ou fetos andmalios aumentando-se assim a chance dessas mutheres levarem a
termo a gestacdo de um fiiho andmalo,

Como vimos na tabela 1-1, aproximadamente 50% dos abortamentos espontineos
apresentam uma aberragdo cromosstmica, sendo em torno de 25% aqueles que apresentam uma tris-
somia. Os dados da tabela | 3 mostram que aparentemente, quanto mais séria for a aberra¢ao
cromossdmica, maior serd 8 chance de seus poriadores serem eliminados em fases precoces da
gestagdo.

No caso das trissomias, a fregléncia observada em abortamentos esponténeos é
86 vezes maior do que aquela observada entre recém nascidos vivos. Entretanto, ainda ndo se sabe
ao cerio se 0 concepio andmalo e eliminado precocemente por apresentar morte intrautetina
decorrente de sua constituicdo cromossdmica, ou se existe um processo ativo de reconhecimento
imunologico materno, gue acarreta a sua eliminagio.

A titulo de especulagio pode-se pensar que a presenga de autoimunidade em gran-
dbk niimero de maes dos individuos portadores da Sindrome de Down, seja talvez sugestivo de que
essas mulheres apresentam um certo “desarranjo” no seu sistema imunoldgico, o qual da mesma
maneira que leva fais mulheres a reconhecerem erioneamente suas proprias células, poderia eventual-
mente confundir-lhes ou dificuitar-lhes o reconhecimento de um concepto andmalo.

E intgressanie notar que no presente trabalho os dados da tabela 1V-4-1, embora
evidentemente insuficientes para conclusbes definitivas, parecem sugerir que a presenga de auio-
imunidade materns acarreta uma “'acasualizagdo’’ da origem detectada da ndo-disjungdio cromos-
sdmica, ou seia, as proporgdes M1: M2: P1: P2 s5o mals semelhantes entre si do gue as mesmas
proporgOes observadas entre 0s probandos cujas mées sdo autoimunes negativas, Assim, enquanto
nestes Gltimos o0 gue se Observa € um nitido predominio de ndo-disjungdes ocorridas na primeira
divisdo da meiose materna, entre os probandos fithos de mulheres com autoimunidade tal predomi-

nio aparenfamente desaparece.
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iVS - Conside..racﬁes finais

1 — No presente trabatho gquando os probandos e os seus familiares foram divididos
em Grupo { ¢ Grupo !}, de acordo com a idade de suas mes & dpoca dos seus nascimentos, verificou-
se que no toncernente acs exames realizados, os individuos do Grupo | nem sempre apresentaram
resultados semelhantes aos individuos do Grupo 11, Assim em relagio a pesquisa de atitoimunidade
tireoidiana {Teste Anterior e Atual) os probandos e os seus pais se “'cC nportaram’’ imunologica-
mente de -maneira diferente quando os respectivos Grupos | e |l foram comparados entre si. No
concernente ao estudo cromossOmico, apesar da origem do cromossomo 21 em excesso ser predomi-
nantemente materna, tanto nos probandos do Grypo | quanto nagueles do Grupo H, nestes Gitimos

a propor¢dc de origem materna sobre ongem paterna foi bem nrais acentuada do gue aqueia verifi-
cada nos individuos do Grupo | :

Finalmente, em relagdo a pesquisa de antigenos do sistema HL-A verificou-se que as
mées pertencentes ao Grupo 11, apresentaram uma fregiiéncia do Antfgeno AW24 estatisticamente
diferente daquela observada nas maes do Grupo |, Fato seme!hante foi obsewado em relagio aos
irm&os dos probandos no concernente ao amigeno B7.

Assim sendo, tendo em vista os achados acima citados, cabe perguniar se as dife-
rengas observadas entre os individuos dos Grupos | e [l poderiam ser explicadas somente com base
na diferenca de idade materna que definiu estes Grupos, ou se os Grupos | e Il poderiam ser também
definidos concomitantemente por outros fatores, que ndo somente a idade materna.

2 — A freqiiéncia das nfo-disjuncdes {materna x paterna) identificados no presente
trabalho, parece depender primeiramente da idade materna (Grupo ! e Grupo |1}, entretanto, entre
os individuos do Grupo 1, tal frequéneia parece estar relacionada & presenca ou auséncia de auto-
imunidade materna, sendo que entre as mies autcimunes positivas as proporgBes {materno x pater-
no} se assemelham a 1:1. No concernente a divisdo da meiose em que ocorreu a ngo-disjun¢do
{primeira x sequndal a proper¢dc M1: M2 nio parece ser alterada pela idade materna (Grupo | e
Grupo 11}, mas sim, pela presenca ou auséncia de autoimunidade tireoidiana materna, ao passo que
as proporgdes P1: P2 parecem ser independentes 1anto do fator idade quando do fator autoimuni-
. dade materna.

Diante dos achados do presente trabalho, torna-se bastante desejavel um aumento

amostral que permita conclustes definitivas, bem como, a repeti¢do deste estudo em familiares de
portadores da trissomia do cromossomo 21, eliminados sob a forma de abortamento espontineo.
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RESUMG

O presente trabatho é o resultado de uma reinvestigag8o clinica e laboratorial reali-
zada em 95 fam{lias de portadores da Sindrome de Down, estudadas por FIALKOW e colaboradores
hé aproximadamente 10 anos e mais a investigagdo de 35 novas familias.

Em cada familia os seus membros {pai, mée, probando e irmdos) foram, sempre
que possivel, testados quanto a presenca de anticorpos antitireoglobulina {Tanned Red Cell Haemag-
glutination Test-TRCT) e anticorpos antimicrosomatireoidianos (Thyroid Microsomal Antibodies
Test - TMAT).

Concomitantemente, tais individuos foram tipados em relagdo a 55 antigenos
(Locus A e Locus B) do Sistema HL-A {Human Leukocytes Antigens) e em 87 familias os pro-
bandos e os seus pais foram cariotipados a fim de se verificar a origem do cromossomo 21 em
excesso, nos portadores da Stndrome de Down.

De acordo com a idade materna a época do nascimento dos probandos {menor que
35 anos = Grupo 1; maior ou igual a 35 anos = Grupo |1, as fam{lias e consequentemente, todos os
seus membros, foram classificados em Grupo | e Grupo 11,

As frequéncias dos antfgenos do sistema HL-A nos probandos e em seus familiares
{pai, mée e irmdos) foram comparados a um grupe controle, ndo tendo sido encontrada diferengas
significativas. Entretanto, quando cs individuos do Grupo | foram comparados aqueles do Grupo 11
em cada categoria {probandc, pai, mae e irmaos}, verificou-se que o antigeno HL-A AW24 foi mais
frequente (X(.) corr. = 4,091; P< 0,05} nas maes do Grupo 1l (23,40%) do gue naquelas do Gru-
po 1 18,75%). Dsferen(;,as foram também observadas nos irm3os dos probandos {X(1) corr. = 7,919;
P< 0,01) em relagdo ao antigeno B7 {Grupo | = 23,23% e Grupo |i = 45,90%).

Para andlise dos resuitados dos testes autcimunes levou-se em consideragdo somente
os individuos que tinham sido testados anteriormente por FIALKOW e colaboradores e também,
o foram no presenie trabalho ( Duplamente Testados ). Assim sendo, os resultados dos testes
tireoidianos realizados por FIALKOW e colaboradores {Tanned Red Cell Haemagglutination Test —
TRCT} e {immunofiuorescent Test - IFT) foram combinados entre si € denominados Teste Anterior,
Da mesma maneira os resuttados dos testes TRCT e TMAT realizados no presente trabalho, foram
também, combinados entre si e denominados Teste Atual.

Os individuos considerados Teste Atual positivos foram aqueles que apresentavam
pelo menos um resultado positivo nos dois testes componentes do Teste Atual. lgual critério foi
adotado em relagdo aoc Teste Anterior.

Dessa forma, verificou-se que 21,08% dos probandos, tornaram-se positivos no Teste
Atual, sendo que guando os probandos do Grupo | foram comparados aos probandos do Grupo i
verificou-se que no Grupo 11, um ndmero significativamente maior de probandos se positivaram no
Teste Atual (X(1) corr. = 8,5625; P< 0,02},

No concernente aos pais dos probandos os resultados do Teste Atual foram signifi-
cativamente difecentes entre 0s individuos dos Grupos I e 1l {X(1)? corr. = 7,947; P< 0,01}).

Os resuitados dos exames cromossdmicos, foram suficientes para se decidir gquanto
a origem do cromossomo 21 em excesso nos probandos, em 35 casos. Assim verificou-se uma origem
materna em 74% dos casos e uma origem paterna em 26%.

CQuando se levou em consideragdo a divisdo da meiose em que ogorreu a nio-disjun-
¢do, verificou-se que entre aguelas de origem materna {11 ou M2) a grande maijoria das no-disjun-
¢ties ocorreu na primeira divisdo (77%) sendo que enire aqueles de origem paterna {P1 ou P2} as
proporgoes observadas foram muito semelhantes na primeira {66%) e na segqunda divisio {44%!.

Tambeém, em relagdo a origem dos cromossomo 21, comparou-se 0s probandos
dos Grupecs | e Il e verificou-se que nagueles do Grupo Il todos os casos {11} foram de origem
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materna, sendo que ne Grupo | 62% foram de origem materna e 38% de origem paterna.

Assim  sendo, tendo em vista algumas diferungas observadas entre os individuos dos
Grupos | e Il no conceinente aos exames laboiatorias realizados, questiona-se no presente trabalho,
se tais diferencas poderiam ser totalmenie expiicadas pela diferenca de idade materna que definiu
estes Grupos ou se tais Grupos podsaiiam ser consomitantemente definidos por outros fatores,
que ndo 30 5 1dade maremna a época do nascimentu dos probandos.

Levandose em consideracio a origem da ndo disjungdo do cromossomo 21, bem
como, a idade mateina 4 época do nascimento do probando (Grupo 1 ou Grupo 1) e ainda o resul-
tado combwmade de Tesie Anterior e do Teste Atual, verificou-se que embora os nimeros sejam
insuficientes para conciustes definitivas, os resuitadns observados entre os probandos filhos de
mulheres autoimunes positivas, sfo sugestives de gue neste grupo de individuos as njo-disjungdes
observadas ocorreratn a0 acaso, wsto que, as proporides Mi: M2: P1: P2, sdo muito semelhantes
entre si.
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