1. Introducao

As Doencas Cardiovasculares sdo a principal causa de morte das portadoras de
Sindrome de Turner, reduzindo em até 13 anos a expectativa de vida destas, em

relacao as mulheres normais (Naeraa et al, 1995).

Sao considerados fatores de risco para o desenvolvimento de doenga
cardiovascular, os defeitos cardiacos congénitos e patologias, associadas a sindrome
metabdlica, tais como, hipertensdo, dislipidemia, hiperinsulinemia e hiperuricemia,

comuns nesta sindrome (Reaven, 1988).

A andlise das alteracdes genéticas, associadas ao perfil metabdlico destas
pacientes, € importante, no que diz respeito ao entendimento e melhora no prognéstico

desta sindrome.
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2. Fundamentacao Teorica

2.1. Doenca Cardiovascular

As doencas cardiovasculares (DCV) sao a principal causa de morte no Brasil
(Lotufo, 1998), correspondendo a cerca de 30% dos ébitos nas diversas faixas etarias
(DataSus, 2008). Além disso, representam a principal causa de gastos em assisténcia
médica pelo Sistema Unico de Saude (SUS) (Buss, 1993). De acordo com um estudo
norte-americano as mortes causadas por doenca cardiovascular distribuem-se da
seguinte forma: doengas coronarianas - 53%, acidente vascular cerebral (AVC) - 15%,

e doencas arteriais periféricas - 5% (National Institute of Health, 1990).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica os fatores de risco em dois
grupos, um deles relacionado ao individuo e o outro relacionado ao ambiente. O
primeiro grupo subdivide-se em: geral (idade, sexo, escolaridade, heranca genética),
associado ao estilo de vida (tabagismo, dieta inadequada e sedentarismo) e
intermediarios ou biolégicos como, hipertensdo arterial sistémica (HAS), obesidade e
dislipidemia e Diabetes mellitus (DM) (IV Diretriz Brasileira Sobre Dislipidemias e
Prevencao da Aterosclerose, 2007). O fumo, a HAS, a idade e a DM sao considerados
fatores de risco independentes para a aterosclerose e consequente doenca isquémica
do coracao (Grundy, et al, 1999). Considerando-se o AVC, o mais importante fator de
risco independente € a HAS (Grundy, et al, 1999). Ensaios clinicos controlados
indicaram reducao da morbimortalidade por doencga cardiovascular em individuos que
obtiveram reducao terapéutica dos niveis pressoricos (Collins, et al, 1990). No segundo
grupo estdo as condi¢gdes socioecondmicas, culturais, ambientais e de urbanizagao

(Nobre, et al, 2006).



Ha ainda, outros fatores que potencializam os fatores independentes,
denominados fatores predisponentes, como histéria familiar de doenga isquémica do
coracéao, obesidade, sedentarismo, etnia e fatores psicossociais (Coltro, et al, 2009). O
aumento do IMC (indice de massa corpérea) também foi associado com prevaléncia
elevada de HAS, DM, hipertrigliceridemia e HDL-C baixo (Cercato et al, 2004) e

consequente elevacéao do risco para DCV.

2.1.1 Hipertensao Arterial Sistémica (HAS)

A elevacao da pressao arterial (PA) representa um dos mais importantes
fatores de risco para doencga cardiovascular (Lewington et al, 2002; Yusuf et al,
2004). Estudos epidemiolégicos apontam que a HAS aumenta o risco de doenca
vascular encefalica (Yusuf et al, 2004), doencas arteriais coronarianas (Mohr,
1983; Hennekens, 1996), insuficiéncia cardiaca congestiva (Smith, 1995),
insuficiéncia renal crbénica (Smith et al, 1995; Wachtell et al, 2004) e
acometimento vascular (D'Avila et al, 1999). A HAS pode ser classificada em
primaria ou essencial, quando ndo ha causa reconhecivel e secundaria, quando
tem um fator etiologico definido (Nocite, 1988) como, disturbios renais,

feocromocitoma, Sindrome de Cushing, entre outras (Correa et al, 2005).

Estudos populacionais realizados em algumas cidades do Brasil mostram
prevaléncia de HAS (=140/90 mmHg) de 22,3% a 43,9% (Matos e Ladeia, 2003;
IV Brazilian Guidelines, 2004; Gus et al, 2004). No Brasil, em 2006, a Sociedade
Brasileira de Hipertensao estimou a existéncia de 30 milhées de hipertensos, o

que corresponde a 30% da populacao adulta, elevando estes nimeros para 60%



na populacdo com mais de 60 anos (V Diretrizes Brasileira de Hipertensao
arterial, 2006). Entre os fatores de risco para mortalidade, HAS esta associada a
40% das mortes por AVC e 25% da mortalidade por doenca coronariana
(Lewington et al, 2002). Aumentando progressivamente com a elevacédo da PA, a
partir de 115/75 mmHg (The Seventh Report of the Joint National Committee,

2003). Os valores para diagnéstico de HAS se encontram na Tabela 1.

Tabela 1. Valores para diagnéstico de hipertensao de acordo com as Diretrizes
da Sociedade Brasileira de Cardiologia (2006)

Classificacao Pressao Sistolica Pressao Diastdlica
(mmHg) (mmHg)
Otima <120 <80
Normal <130 <85
Limitrofe 130 -139 85-89
Hipertensao >140 >90

O desenvolvimento de HAS depende da interacdo entre predisposicao
genética e fatores ambientais, embora os mecanismos de como estas interagdes
ocorram ainda nao estejam completamente elucidados. No entanto, a HAS é
acompanhada por alteragdes funcionais no sistema nervoso autbnomo simpatico
(Mancia et al, 1999; Smith et al, 2004) e no equilibrio renina/angiotensina (Jin et
al, 2006; Sim e Qui; 2003), entre outros, 0 que resulta em varias alteragdes

estruturais do sistema cardiovascular.



2.1.1.1 Perfil Genético da HAS

Recentemente, diversos estudos confirmaram a associagdo de
varios genes com a variagao da pressao sanguinea e a HAS (Luft, 1998;
Corvol et al, 1999; Jeunemaitre et al, 1999; Krushkal et al, 1999;
Benjafield et al, 2005). Dentre esses estudos, podem ser destacados os
que envolvem os polimorfismos do gene TAPT (transporter-associated
antigen processing) (Gao et al, 2006). Este gene, localizado no
cromossomo 6 (6p21.3), locus responséavel pelo complexo MHC do tipo Il,
(Figura 1), juntamente com o gene TAPZ2, codifica uma proteina
heterodimérica, responsavel por transportar para o reticulo
endoplasmatico, peptideos provenientes da degradacdo de antigenos
citoplasmaticos pelo complexo proteossoma, que posteriormente serao
acoplados as moléculas HLA de classe | e apresentados aos linfocitos T-

CD8" (Neefjes et al, 1993).
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Figura 1. Representacao esquemética da localizagcdo do gene TAP1 no cromossomo 6

(6p21.3), Feenstra et al, 2000.



E um gene bastante polimérfico, cujas variacdes na sequéncia de
aminoacidos, conferem diferentes afinidades de ligagdo aos peptideos
gerados, (Pociot e McDermott, 2002), o que gera tanto quadros de
susceptibilidade, quanto protecao para diversas doencas (Ozba-Gerceker
e Ozguc, 2003). Alguns estudos sugerem que alteracoes neste gene
estdo associadas a doengas auto-imunes, como esclerose multipla,
diabetes tipo 2, lupus eritematoso e Doenca de Graves (Faustman et al,
1991; Moins-Teisserenc et al, 1995; Rau et al, 1997). Acredita-se
variantes deste gene tenham importante papel na disfuncdo endotelial
aumentando a susceptibilidade a doenca hipertensiva (Oshima et al,

2005; Mori et al, 2006; Yang et al, 2007).

O polimorfismo A/G no cédon 637 do gene TAPT1 causa uma
mudanca do aminoacido Asparagina (GAC) para Glicina (GGC), o que
pode estar correlacionado ao processo fisiopatolégico da hipertensao por
meio de disfuncdo endotelial, gerada pelo processamento errbneo de

peptideos e aminoacidos (Alberts et al, 2001; Ritz et al, 2003).

2.1.2 Diabetes mellitus (DM)

O Diabetes mellitus nao e uma unica doenca, mas um grupo heterogéneo
de distarbios metabdlicos que apresentam em comum a hiperglicemia
(Sociedade Brasileira de Diabetes, 2007). Essa hiperglicemia € o resultado de
defeitos na acdo e/ou secrecdo de insulina (Sociedade Brasileira de Diabetes,

2007). A classificacdo proposta pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)



(Albert e Zimmet, 1999) e pela Associacdo Americana de Diabetes (ADA)
(American Diabetes Association, 1998) inclui quatro classes clinicas: DM tipo 1,

DM tipo 2, outros tipos especificos de DM e DM gestacional.

O DM tipo 1 (DM1), forma presente em 5%-10% dos casos, é o resultado
da destruicao das células beta pancreaticas, com consequente deficiéncia de
insulina (Norwood, 2000; Sociedade Brasileira de Diabetes, 2007). Na maioria
dos casos essa destruicao celular € mediada por reacdes auto-imunes, exceto
nos casos referidos como forma idiopatica do DM1 (Sociedade Brasileira de
Diabetes, 2007). O DM tipo 2 (DM2) é a forma presente em 90%-95% dos casos
e caracteriza- se por defeitos na acdo e na secrecao da insulina (Sociedade
Brasileira de Diabetes, 2007) e deficiéncia na absorcdo de glicose pelas células
musculares e adiposas (Norwood, 2000). Com a elucidacdo de novos
marcadores e genético e mecanismos fisiopatolégicos, novas categorias de DM
tém sido relatadas. Duas categorias tem tido grande importancia nos dias atuais:
diabetes do adulto de inicio no jovem (Maturity Onset Diabetes of the Young -
MODY) e diabetes de origem mitocondrial. O tipo MODY engloba um grupo
heterogéneo de diabetes sem predisposicdo para a cetoacidose e sem
obesidade, com hiperglicemia leve, com inicio antes dos 25 anos de idade e com
varias geracdes de familiares com diabetes, conFigurando uma heranca
autossémica dominante (Fajans et al, 2001). O diabetes de origem mitocondrial
ou diabetes com surdez e heranga materna caracteriza-se por ocorrer em
individuos jovens e sem obesidade. Inicialmente a hiperglicemia é leve e pode
progredir lentamente para graus mais avangados que necessitam emprego de
insulina. Ocorre devido a uma mutacdo do DNA mitocondrial interferindo com a

produgcdo de energia. Os pacientes usualmente apresentam surdez



neurossensorial e distrofia macular e menos frequentemente pode haver
miopatia, cardiomiopatia e doenca renal (Guillausseau et al, 2001).0 diabetes
gestacional é definido como a tolerancia diminuida aos carboidratos, de graus
variados de intensidade, diagnosticado pela primeira vez durante a gestacao,

podendo ou nao persistir apds o parto (World Health Organization, 1999).

Individuos com DM1 apresentam prevaléncia aumentada de DCV, sendo
10 vezes maior que em controles nao-diabéticos da mesma faixa etaria (The
Diabetes Control and Complications Trial, 2005; Thom, et al, 2006). A presenca
de DM dobra o risco de DCV em homens e triplica em mulheres (Kannel e
McGee, 1979; Selvin, et al, 2004) e, eleva em 3 vezes a mortalidade por AVC
(Smith, et al, 1984; Stamler, et al, 1993). Aproximadamente 13% dos pacientes

com DM, acima de 65 anos, ja tiveram um episddio de AVC (Kuller, 1995).

Um estudo de coorte inglés com mais de 23.000 individuos diabéticos,
revelou que a doenca isquémica do coracao foi responsavel por 8% das mortes
em homens e 11% em mulheres com menos de 40 anos (Laing et al, 2003).
Nesta mesma coorte foi avaliada a mortalidade cerebrovascular destes
pacientes, revelando que 4% das mortes em individuos com menos de 40 anos
foram decorrentes de AVC (Laing, et al, 2003). Haffner et al (1998) mostraram
que a presenga de risco de evento coronariano isquémico em pacientes

diabéticos é similar ao de individuos néo-diabéticos sabidamente coronariopatas.

Os eventos cardiacos que mais contribuem para a morbi-mortalidade nos
portadores de DM sao a doenga arterial coronariana (DAC), AVC e a doenca

arterial periférica (Siqueira, et al, 2007; Santos, et al, 2009). Isto se da pela maior



prevaléncia dos fatores de risco tradicionais entre os pacientes com DM, entre

eles obesidade, dislipidemia e HAS (Siqueira et al, 2007).

O metabolismo glicidico vem sendo estudado com base nos valores da
glicemia de jejum, glicemia de 2 horas po6s-sobrecarga oral de glicose e
hemoglobina glicada (Siqueira, et al, 2007). Na Tabela 2 encontram-se 0s
valores para diagnostico de DM. Dados recentes revelam que o risco
cardiovascular é gradual e progressivo a medida que estes marcadores se
elevam ainda mais em niveis pré-diabéticos (Gross, et al, 2003), e que o risco de
morte se eleva significativamente por DCV e coronariopatia a partir de 126

mg/dL para glicemia de jejum (Barrett-Connor e Ferrara, 1998).

Tabela 2. Valores de glicose plasmatica (em mg/dl) para diagnéstico de DM de acordo com a
Sociedade Brasileira de Diabetes (2007)

Categoria Jejum* 2h apos 759 de glicose Casual**
Glicemia normal <99 <140
Tolerancia a >100 a <126 > 140 a <200
glicose diminuida
Diabetes mellitus > 126 > 200 > 200 (com sintomas
classicos)***

*O jejum é definido como a auséncia de ingestao cal6rica por no minimo 8 horas; **glicemia
plasmatica casual e aquela realizada a qualquer hora do dia, sem se observar o intervalo
desde a ultima refeicao; ***os sintomas classicos de DM incluem poliuria, polidipsia e perda
nao esclarecida de peso.



2.1.2.1 Perfil Genético das alteracdoes no metabolismo glicidico

Muitos sdo os genes candidatos a anormalidades no metabolismo
glicidico. Um deles, associado a ocorréncia de DM e resisténcia insulinica,
€ 0 gene ENPP1 (ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1),
localizado no cromossomo 6 (6g22eg23), um Jocus relacionado a
obesidade e ao diabetes, segundo alguns estudos (Duggirala et al, 2001;
Arya et al, 2002; Meyre et al, 2004). Este gene codifica uma glicoproteina
de membrana classe 2 que inibe a sinalizacao via tirosina quinase do
receptor de insulina  (Pizzuti, et al, 1999; Moehlecke et al, 2010). E
amplamente expresso no musculo esquelético, figado, tdbulos renais,
tecido adiposo, pancreas e endotélio capilar do cérebro entre outros
(Harahap et al, 1988). De acordo com alguns estudos a hiperexpressao
do ENPP1 em células de cultura reduz tanto a estimulagdo da insulina
quanto a ativacao do receptor de insulina (Grupe et al, 1995). Foi
observada concentracdo elevada do seu produto nos tecidos de

individuos insulino-resistentes (Frittitta et al, 1997; Maddux e Goldfine,

2000).

Alguns estudos demonstraram a associacao entre polimorfismos do
gene ENPP1 (Lis/Glu no éxon 4 no c6don 121 — A/C) com o risco de
diabetes e obesidade (Meyre et al, 2004; Abate et al, 2005). A variante
121Q (alelo de risco) se liga ao receptor de insulina tirosina quinase com
mais afinidade se comparado com seu alelo selvagem 121K, resultando
em menor autofosforilacdo do receptor (Pizzuti, et al, 1999; Moehlecke, et

al, 2010). Em um estudo multicéntrico, a variante 121Q foi associada com
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maior risco de desenvolvimento precoce de DM2 e infarto agudo do
miocardio se comparado ao alelo 121K (Bacci, et al, 2005). Em uma meta-
andlise recente de 15.801 pacientes com DM2 e 26.241 individuos-
controle, o alelo 121Q foi associado com um elevado risco de DM2, que
foi modulado pelo IMC (McAteer, et al, 2008). Outros fenétipos associados
a este polimorfismo incluem aceleracdo do processo de aterosclerose
(Bacci, et al, 2005), elevacao do risco para hipertensao (Kubaszek, et al,
2004) ou obesidade (Meyre, et al, 2005) e aumento da predisposicao para

o desenvolvimento de nefropatia diabética (Canani, et al, 2002).

No entanto, o papel preciso do polimorfismo K121Q no
desenvolvimento de complicacdes vasculares da DM2, especialmente em
relacdo a doenca cardiovascular aterosclerética, ainda nao foi plenamente
esclarecido (Moehlecke et al, 2010). Em individuos caucasianos, o0s
efeitos do alelo Q variam, desde associacao a obesidade (Meyre et al,
2005) até infarto do miocardio precoce (Bacci et al, 2005). Em relacao aos
Sicilianos, Suicos e Finlandeses a variante Q parece influenciar na
sensibilidade da insulina quando comparados com o alelo selvagem,
porém isto ndo se repete em Dinamarqueses ou Hispanicos (Pizzuti, et al,
1999; Gu, et al, 2000; Rasmussen, et al, 2000; Gonzalez-Sanchez, et al,

2003; Kubaszek, et al, 2003).
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2.1.3 Dislipidemias

O colesterol € um importante fator de risco para DAC, principal causa de
morbidade e mortalidade nos dias atuais (Romaldini et al, 2004). O estudo
prospectivo de Framingham (1948), realizado numa grande coorte de homens e
mulheres saudaveis, demonstrou que o risco de manifestacdo de DAC é
proporcional a curva dos niveis de colesterol total (CT) (Gordon et al, 1981;

Skoglund-Andersson et al, 2003).

Os lipideos, por serem substancias hidrofébicas, sdo transportados por
compostos denominados lipoproteina, sendo possivel o deslocamento na
corrente sanguinea. As lipoproteinas plasmaticas apresentam diferentes
densidades, de acordo com a quantidade de proteina que compdem 0s seus
complexos. Podem-se identificar cinco tipos principais de lipoproteinas
plasmaticas: quilomicrons, lipoproteinas de baixissima densidade (VLDL-C),
lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL-C), lipoproteinas de densidade
baixa (LDL-C) e lipoproteinas de densidade alta (HDL-C) (Moriguchi, 2001). As
lipoproteinas sao formadas por um ndcleo contendo triglicerideos e ésteres de
colesterol envolto por uma superficie polar constituida por fosfolipideos,
colesterol livre e por um componente protéico, denominado apolipoproteina ou

apoproteina (Apo) (Lehninger, 1995) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema basico das lipoproteinas, constituidas de um nucleo apolar, formado por
triglicerideos (TG) e ésteres de colesterol, envolto em um composto polar formado pelos fosfolipideos e
pelas apolipoproteinas.

Alteracbes no metabolismo dos lipideos tém implicacbes diretas na
fisiopatologia da doenga aterosclerética. O risco de eventos cardiovasculares
aumenta progressivamente com o aumento dos niveis de LDL-C e esta
inversamente relacionado aos niveis de HDL-C (Castelli et al, 1986). Particulas
de LDL-C pequenas e densas sao particularmente aterogénicas, causando lesao
no endotélio e no musculo liso subjacente, especialmente apo6s sofrer oxidacao,
glicacdo - DM ou mesmo incorporagdo aos imunocomplexos. Sua migracao
através do endotélio e posterior internalizacdo por macrofagos desencadeia uma
cascata inflamatodria, que é responsavel pela progressao da lesao aterosclerética

(Pimentel et al, 2001).

Na Tabela 3 encontram-se os valores para controle dos niveis

plasmaticos de lipideos.
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Tabela 3. Valores de referéncia para lipideos plasmaticos de acordo com as Diretrizes de
Prevencao da Aterosclerose — Dislipidemia da Sociedade Brasileira de Cardiologia (2001)

Lipideos Desejavel Limitrofe Elevado
Colesterol Total (mg/dL) <200 200 - 239 >240
Colesterol HDL (mg/dL) >40 NA <40
Colesterol LDL (mg/dL) <100 100 -159 >160

Triglicerideos (mg/dL) <150 151 -199 >200

NA — n&o aplicavel.

2.1.3.1 Perfil genético das dislipidemias

A apolipoproteina E (APOE) foi descoberta nos anos 70 como um
componente das lipoproteinas ricas em triglicerideos (Wislon et al, 1996;
Mahley e Rall, 2000). Sua sintese e secrecao ocorrem em muitos tecidos,
como figado, cérebro, pele, macréfagos, baco, glandulas adrenais, rins,
ovarios, testiculos, coracdo e pulmdes. Seu maior sitio de sintese e
secrecao vem das células parénquimatosas do figado, as quais secretam
APOE em associacdo com particulas de VLDL (Driscoll e Getz, 1984;

Smith, 2000; Mahley e Rall, 2001; Martinez et al, 2000).

A APOE é uma glicoproteina de 299 aminoacidos, com massa
molecular de aproximadamente 34.000 Daltons (Greg et al, 1984; Mahley
e Rall, 2000). O gene APOE humano esta localizado no brago longo do
cromossomo 19 (19g13.2) (Olaisen et al, 1982; Das et al, 1985; Paik et al,

1985) e possui trés alelos polimérficos (€2, €3 e €4), que codificam trés
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isoformas da Apo E: E2, E3 e E4, distintas entre si pelo conteddo de
cisteina e arginina nas posicdes dos cédons 112 e 158 do exon 4 (Zannis
et al, 1981; Utermann et al, 1982). A frequéncia estimada em populagao
adulta branca do alelos €2, €3 e €4 sao, € respectivamente, 8%, 78% e
14% (Wilson et al, 1994).Estes alelos determinam seis fenoétipos: E2/2,
E3/3, E4/4, E2/3, E2/4 e E3/4 (Zannis et al., 1982; Wardell et al, 1982;

Mahley e Rall, 2000; Martinez et al, 2001).

O fenétipo E3/3 é o mais comum, ocorrendo em 60% da populacao
(Martins et al, 2008), portanto, a Apo E3 é considerada a forma original e
as outras, suas variantes (Oliveira, 1995; Wilson et al, 1996; Mahley e
Rall, 2000). Estes alelos sdo importantes marcadores genéticos para
dislipidemia e doenca coronariana (Wilson et al, 1994). Dados da literatura
mostram uma contribuicdo de 4 - 15% do polimorfismo da APOE na
variacdo dos niveis de colesterol na populacdo em geral (Dreon et al,

1995; Mahley e Rall, 2000, Kolovou et al, 2003).

Varios sao os mecanismos descritos sobre como as diferentes
isoformas da APOE influenciam nas concentracées plasmaticas de
colesterol, sendo os mais importante: a interferéncia na absor¢do de
colesterol, na sintese endégena de colesterol, na eliminacao do colesterol
através dos acidos biliares, na remoc¢ao dos quilomicrons remanescentes,
na conversao do IDL em LDL-C, na cinética do LDL-C, na depuracao
hepatica das gorduras da dieta, através de propriedades
imunorregulatérias de afinidade aos receptores de lipoproteinas e na
participacdo dessas isoformas no transporte reverso do colesterol (Dreon

et al, 1995; Lehtim&ki et al, 1995; Martinez et al, 2001).
15



As isoformas também diferem na afinidade na ligacdo aos
receptores. Apo E3 e E4 apresentam grande afinidade de ligacdo aos
receptores, enquanto a APOE2 mostra menos de 2% da afinidade normal.
Devido a baixa afinidade de ligacao ao receptor, a Apo E2 é geralmente
associada aos niveis baixos de LDL-C e CT, enquanto a alta afinidade da
Apo E4 ao receptor tem sido associada ao declinio da longevidade, ao
aumento dos niveis plasmaticos de LDL-C e CT e ao aumento da
prevaléncia de doenca cardiovascular e a doenga de Alzheimer (Smith,
2000; Hatters et al, 2006).

O alelo €4 foi associado com risco aumentado de DCV em varios
estudos, especulando-se, embora 0 mecanismo ndo esteja totalmente
elucidado, que seja pela associacdo com as lipoproteinas ricas em
triglicerideos (Eicnher et al1993; Wilson et al, 1994; Mahley e Rall, 2000,
Wilson et al, 1996; Ballantyne et al, 2000; Gerdes et al, 2000; Smith et al,

2000; Lahoz et al, 2001; Hagberg et al, 2002; Song et al, 2004).

2.1.4 Hiper-homocisteinemia

A homocisteina (He) é um aminoacido ndo essencial encontrado na forma

de produto intermediério do metabolismo da metionina (Bailey e Gregory, 1999).

Esse aminodacido ndo participa da producédo de proteinas e esta presente em

duas vias metabdlicas: remetilagcdo a metionina e transulfuragéo a cisteina. Na

reacao de metilacdo, a He é revertida a metionina ao receber o grupamento metil

do 5-metiltetraidrofolato proveniente do folato dietético, sendo a enzima MTHFR
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responsavel pela conversdo do 5,10-metilenotetraidrofolato em  5-
metiltetraidrofolato. Na reacdo de transulfuracdo a He condensa-se

irreversivelmente com a serina para formar cistationina (Saw et al, 2001).

Quando alguma destas vias metabdlicas sofre bloqueio, total ou parcial,
ha aumento na concentragcdo de He circulante, uma vez que este aminoacido
nao se acumula nas células. Cerca de 70% da homocisteina presente no sangue
esta ligada a proteinas, principalmente albumina. Uma pequena fracao
permanece na forma livre e o restante, espontaneamente, forma disulfitos como
homocistina (duas moléculas de He) ou cisteina-homocisteina. A expressao da
He total refere-se a soma das concentracdes de He livre, ligada a proteinas e na

forma de dissulfitos (Harboe-Gongalves et al, 2005).

Diversos estudos mostram que a concentracao elevada de He plasmatica
€ um fator de risco independente para a DCV (Selhu et al, 1995; Guba et al,
1996; Graham et al, 1997; Van den Brandhof, 2001; Wolfgang et al, 2003) e
pode contribuir para manifestacdo prematura (Mager et al, 1999; Tsai et al,
1999) e para a severidade da DAC (Chao et al, 1999; Yoo et al,1999), além de
representar um preditor de mortalidade, independente dos fatores de risco

tradicionalmente conhecidos (Anderson et al, 2000).

McCully em 1969 mostrou evidéncias da associacao entre aterosclerose e
concentragdes elevadas de He, dados confirmados em 1992 por Kang e
colaboradores. Nos ultimos anos foram realizados diversos estudos, transversais
e de caso-controle, que reforcaram essa relacdo de risco (Coull et al, 1990;
Clarke et al, 1991; Stampfer et al, 1992; Brattstrom et al, 1994; Arnesen et al,

1995; Graham et al, 1997). Muniz e et al (2006) observaram uma concentracao

17



plasmatica de He estatisticamente mais elevada nos pacientes com DAC do que
nos controles, sugerindo uma possivel participacdo desses fatores como

agentes causais para os danos vasculares que podem levar a DAC.

As alteracdes mais frequentes causadas pela hiper-homocisteinemia sao:
lesdo das células endoteliais, aumento da musculatura lisa vascular, maior
adesividade plaquetaria, aumento da oxidacdo do LDL-C com deposicao na
parede vascular e ativacdo direta da cascata da coagulacédo (Stenbeirg et al,
1989; Durand et al, 2001). Uma vez que o mecanismo fisiopatolégico que leva a
aterosclerose ainda nao foi elucidado, alguns autores sugerem que a hiper-
homocisteinemia é fator de risco para DAC (Stampfer et al, 1992; Neves et al,
2004; Gravina-Taddei et al, 2005), enquanto outros defendem ser consequéncia

(Folsom et al, 1998).

A Figura 3 resume o metabolismo da He e o possivel mecanismo da

doenca aterotrombatica (Hankey e Eikelboom, 2000).
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2.1.3.1 Perfil genético da hiper-homocisteinemia

Fatores fisiolégicos, genéticos, nutricionais e hormonais
determinam a hiper-homocisteinemia plasmatica. A via dos folatos (Figura
4) é orquestrada principalmente pela metilenotetrahidrofolato redutase
(MTHFR), que catalisa a sintese de 5-metiltetrahidrofolato, o principal

doador de metil para a remetilagdo de He para metionina.

metilado SAH
Acep{% SER cIs
HCY¥> J.U CBT

@
SAM cYS AALAG
- T~
PRP-CoA
mer B2
/ (1 SMTHF D-MM-CoA — MMA
Proteinas
da dieta
™ 5,10-MTHF L-MM-CoA
SERF\_/'C =2 [[®
GLY SUC-CoA

Figura 4. Via dos folatos. 1. Reacdo de metilagdo da homocisteina (metionina sintase); 2. Doagéo de
grupamentos metil; 3. Reacao de isomerizagdo do metilmalonil-coA para succinil-coA (L-metil malonil-
CoA mutase); 4. Reagdes da via de transulfuragdo dependentes de vitamina B6 (cistationina-Bsintase e
cistationina-y-liase). SAM, S-adenosil metionina; SAH, S-adenosil homocisteina; CYS, cistationina; CIS,
cisteina; ao-CBT, a-cetobutirato; PRP-CoA, propionil-CoA; THF, tetrahidrofolato; 5-MTHF, 5-
metiltetrahidrofolato; 5,10-MTHF, 5,10 metileno tetrahidrofolato; AA, aminoacidos; AG, acidos graxos
(Herrmann et al, 2003; Paniz et al, 2005).

A metionina é o precursor para a sintese de S-adenosilmetionina

(SAM), o maior doador celular de metila para 0 DNA, RNA, proteinas e
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metilacdo de fosfolipideos (Bailey e Gregory, 1999). A S-
adenosilmetionina é sintetizada de ATP e metionina pela agdo da

adenosilmetionina transferase (Lehninger et al, 1995).

A transferéncia de um grupo metila, do S-adenosilmetionina (SAM)
para um receptor, libera S-adenosilomocisteina (SAH), que é
subsequentemente quebrada em He e adenosina (Lehninger et al, 1995).
A metionina é regenerada pela transferéncia de um grupo metila para a
He em uma reagéo catalisada pela metionina sintase (Lehninger et al,
1995). A metionina é reconvertida em SAM para completar um ciclo do

grupo metila ativado (Lehninger et al, 1995).

O gene da MTHFR localizado no brago curto do cromossomo 1
(1p36.3) (Goyette et al, 1994) apresenta dez polimorfismos, descritos até
o momento, sendo os mais estudados, os que envolvem os nucleotideos
C677T e A1298C, por apresentarem maior impacto na fungdo enzimatica.
A frequéncia dos alelos varia com a populagdo estudada e 8% da

populacao geral € homozigota para a variante C677T (Neves et al, 2004).

A troca de C por T na posicado 677 causa a substituicido de alanina
por valina na proteina MTHFR e consequente reducdo na atividade da
enzima. A atividade especifica da enzima MTHFR é reduzida em 35% na
presenca de heterozigose (C/T), em relacdo ao gendtipo normal (C/C), e
em 70% em homozigose (T/T) (Wainfan e Poirier, 1992; De Cabo et al,
1994; Balaghi e Wagner, 1993). O polimorfismo A1298C promove a

substituicdo de um glutamato por uma valina, também causando uma
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redugdo na atividade da enzima mais efetiva quando em homozigose (van

der PUT et al,1998).

O polimorfismo C677T situa-se no dominio catalitico da proteina,
enquanto o A1298C se encontra no dominio presumidamente regulatério
(van der Put et al, 1998). O polimorfismo A1298C influencia na atividade
especifica da enzima e também na concentracao de folato, mas com

menos impacto que o polimorfismo C677T (van der Put et al,1998).

Uma reducao na atividade da enzima MTHFR requer um aumento
na ingesta de acido félico para manter normal a taxa de remetilacdo de He
para metionina (Bailey e Gregory, 1999). Consequentemente, baixos
niveis de folato em individuos com reducdo na atividade da enzima
MTHFR, resultam em um aumento nos niveis de He na diminuicdo nos
niveis de metionina. A presenca desses polimorfismos tem sido
correlacionada a uma maior ocorréncia de eventos tromboéticos e a

ocorréncia de diversos tipos de cancer (Shi et al, 2005).
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2.2 Sindrome de Turner

A Sindrome de Turner (ST) foi descrita em 1938 por Henry Turner, sendo
caracterizada pela monossomia completa ou parcial do cromossomo sexual em
algumas ou todas as células, acometendo aproximadamente 1/2.500 nascidos vivos
(Stochholm et al, 2006). O cari6tipo classico é o 45,X (Figura 5), todavia, estudos
demonstram que este caridtipo esta presente em apenas 50% das pacientes, sendo
que o restante apresenta mosaicismo (presenca de duas ou mais linhagens celulares
como, 45,X/46,XX) ou aberracbes cromossdmicas estruturais, como cariétipos com
isocromossomo de X ou caridtipos com a presenca, parcial ou total, do cromossomo Y

(Baena, 2004, Bianco et al, 2006; 2008; 2009; 2010).

Além da caracteristica citogenética, baixa estatura e disgenesia gonadal estdo
presentes em até 90% das pacientes portadoras de ST (Bondy, 2008). Outros sinais
encontrados podem incluir pavilhdo auricular dismoérfico com o eixo longitudinal em
posicao obliqua, olhos com fundo palpebral antimongolbide, pregas epicanticas
internas, palato em ogiva, retrognatismo, distancia intermamilar aumentada, esterno
curto, malformacdes cardiovasculares (valvula aértica bicuspide, coarctacdo da aorta,
estenose adrtica valvar, prolapso da valva mitral, dilatacdo e ruptura da aorta),
malformagdes renais (como rim em ferradura, duplicacdo ureteral ou agenesia
unilateral do rim) e hipoplasia do quarto ou quinto metacarpiano e metatarsiano
(Beiguelman, 1982; Ranke et al, 1983; Lippe, 1991; Elsheikh et al, 2002; Stratakis e
Rennert, 2005). O crescimento das mamas em portadoras desta sindrome é bem mais
lento em relacdo ao restante da populacdo feminina. Visto que as mulheres com ST

apresentam disgenesia gonadal, as alteragdes enddcrinas tipicas de puberdade nao
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ocorrem, sendo frequentemente referida a amenorréia primaria (Stratakis e Rennert,

1994).

O diagnoéstico pos natal pode acontecer em trés fases: infancia (15%),
adolescéncia (26%) e idade adulta (38%), sendo as principais queixas, linfedema
durante a infancia (97%), e baixa estatura em adolescentes (82%) (Hjerrild et al, 2008)

e amenorréia nas paciente adultas (Sybert e McCauley, 2004).

>

#
%

3720 YO M

Figura 5. Cariotipo 45,X, caracteristico de 50 — 60% das portadoras de ST.

Ao longo do tempo, diversas informagdes contribuiram para o conhecimento das
principais causas de morbi-mortalidade nas pacientes, 0 que motivou novo enfoque na
avaliacdo desta sindrome. Baena e et al(2004) compararam a incidéncia de
determinadas doencas entre mulheres portadoras de ST e da populagédo em geral e
observaram que o risco relativo (RR) para doencas enddécrinas apresentou-se
significativamente elevado (RR 4,9), com importante aumento para hipotiroidismo (RR
5,8), corroborando com estudos anteriormente realizados (Gruneiro et al, 1987;
Ivarsson et al, 1995; Chiovato et al, 1996; Gravholt et al, 1998). Em relacdo a DMH1
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(RR11,6) e a DM2 (RR 4,4 os achados confirmaram dados anteriormente
apresentados por este mesmo grupo, num estudo multicéntrico realizado entre 1984 e
1993, envolvendo 594 pacientes (Gravholt et al, 1998). O risco para doencga cardiaca
isquémica e aterosclerose (RR 2,1), hipertensdo (RR 2,9), acidente vascular cerebral
(RR 2,7), cirrose hepatica (RR 5,7), osteoporose (RR 10,1), fraturas (RR 2,16) também
se apresentou elevado. Quanto ao risco para cancer, apresentou-se elevado somente

para cancer retal e de célon.

A mortalidade também é maior nas pacientes portadoras de ST como demonstra
um estudo de coorte inglés, que encontrou um aumento de 4,2 para morte prematura
nestas pacientes. As causas de morte mais frequentes foram doencas do sistema

nervoso, digestivo, cardiovascular, respiratorio e genito-urinario (Swerdlow et al, 2001).

2.2.1. Sindrome de Turner e a Doenca Cardiovascular

Estudos epidemiolégicos demonstram uma reducdo de até 13 anos na
expectativa de vida das portadoras de ST em relacao as mulheres normais,
sendo a principal causa de mortalidade a DCV (Naeraa et al, 1995). Sybert et al
(1998) avaliaram 244 pacientes com ST com idade de 0 - 80 anos e encontraram
diversas anormalidades cardiovasculares, incluindo defeitos estruturais, HAS e
prolapso da valvula mitral, em 56% das pacientes, dados que posteriormente
foram confirmados por outros pesquisadores (V6lkl et al, 2005; Poprawski et al,

2009).
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Sao frequentes, e bem descritas, as malformacdées no sistema
cardiovascular destas pacientes (17-56% contra 2% da populacao geral) (Sybert,
1998; Elsheikh et al, 2001; Landin-Wilhelmsen et al, 2001), destacando-se a
ocorréncia de coarctacdo da aorta (10-21%), anormalidades na valvula aodrtica
(18-50%) (Dawson et al, 1992; Gotzsche et al, 1994; Gravholt et al, 1998;
Mazzanti e Cacciari, 1998; Sybert, 1998; Ho et al, 2004; Poprawski et al, 2009),
vasculopatia generalizada, caracterizada por dilatacdo arterial (Baguet et al,
2005; Lopez et al, 2008) e a hipoplasia do ventriculo esquerdo ou da aorta
(Mazzanti et al, 1988; Hou et al, 1993; Mazzanti e Caccieri, 1998; Prandstraller et
al, 1999; Stochholm et al, 2006). Alguns estudos relacionam estas
anormalidades a presenca de varios fatores de risco para a doenca
cardiovascular nestas pacientes, tais como, HAS - frequéncia de
aproximadamente 1,4% em pacientes jovens (Lopez et al, 2008), hiperlipidemia,

obesidade e DM (Baguet et al, 2005; Ostberg et al, 2005).

Diversos estudos relatam a associagdo das anormalidades
cardiovasculares na ST com o cari6tipo 45,X (45,X: 30-39%; mosaicos: 24% e
aberracbes cromossOmicas: 11-12%) (Hou et al, 1993; Gotzsche et al, 1994;
Gravholt et al, 1998; Mazzanti et al, 1988; Sybert, 1998; Prandstraller et al, 1999;
Gravholt, 2001; Gravholt, 2004). Landin-Wilhelmsem et al(2001) encontraram
uma associacdo de 88% quando analisaram malformagdo congénita e
monossomia do X; assim como Gianzo et al (1996) e Goetzsche et al (1994)
que encontraram forte relagdo entre defeitos cardiacos congénitos e cariétipo

45,X.

Alguns dados sugerem que além das malformagdes congénitas,

patologias, associadas a sindrome metabdlica, como, hipertensdo, dislipidemia
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(altos niveis de triglicerideos e baixos niveis de HDL-C), hiperinsulinemia e
hiperuricemia (Reaven, 1988), encontradas numa frequéncia consideravelmente
maior em pacientes com cari6tipos diferentes de 45,X, estejam envolvidas na

patogénese da DCV em pacientes adultas (Gravholt, et al, 1998).

2.2.2 Hipertensao Arterial Sistémica e Sindrome de Turner

A HAS é uma condicdo frequente em portadoras da ST, tendo sido
relatada em grupos de criancas, adolescentes e adultas, com prevaléncia
variando entre 20% e 50% (Gravholt et al, 1998; Nathwani et al, 2000; Elsheikh
et al, 2001; Landin-wilhelmsen et al, 2001; Gravholt et al, 2006). Nestas
pacientes, com propensdo ao desenvolvimento de alteragcdes adrticas,
possivelmente por anomalias vasculares geneticamente determinadas (Ostberg
et al, 2005), a HAS, particularmente a pressao sistolica, foi associada como
principal fator de risco para a dilatacdo da raiz da aorta, acidentes vasculares
cerebrais e doencga isquémica miocardica (Larson et al, 1984; Gravholt et al,
2005; Stochholm et al, 2006), ainda que alterac6es renais e cardiacas possam

contribuir com esta elevada prevaléncia (Elsheikh et al, 2001).
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2.2.3 Metabolismo Glicidico e Sindrome de Turner

Alteracdes no metabolismo dos carboidratos foram também descritas com
frequéncia aumentada na ST, sendo a intolerancia a glicose relatada numa

prevaléncia de 15 a 43% (Costin et al, 1985; Haeusler et al, 1992).

A patogénese do DM2 é complexa e envolve a interacdo de fatores
genéticos e ambientais. Gravholt et al (1998), em um estudo populacional,
descreveu uma frequéncia de DM2 quatro vezes maior nas pacientes com ST,
quando comparada com a populacdo normal na Dinamarca. A despeito desta
notavel incidéncia, os motivos para tal discrepancia nao foram facilmente
detectados. Sob este aspecto, o tratamento com horménio de crescimento
recombinante (GHr) na ST leva a um aumento compensatério dos niveis de
insulina, atribuindo uma resisténcia insulinica relativa (Sas et al, 2000). Tal
efeito, ainda que reversivel com a suspensao da medicagédo, pode elevar pelo
menos transitoriamente os niveis glicémicos (Van Pareren et al, 2002), sendo

considerado como um possivel viés na pesquisa desta via metabdlica em ST.

2.2.4 Sindrome de Turner e dislipidemia

E bem conhecida a relagdo de alteracdes deletérias no perfil lipidico com
a DCV (Brunzell et al, 2003). Contudo, a frequéncia de padrdes dislipidémicos,
usualmente associados ao risco cardiovascular na ST, ndo foi ainda
estabelecida. Fatores como idade, peso, IMC e comorbidades associadas
variaram muito entre as amostras dos diversos trabalhos e, em alguns casos,

dentro de uma mesma amostra. Todos esses fatores, em individuos normais,
28



podem contribuir para diferentes apresentacdes dos lipidios plasmaticos.
Considerar a anomalia genética da ST como fator determinante da apresentacao
do perfil lipidico, sem considerar a influéncia de outros fatores interferentes,

pode prejudicar a interpretagdo adequada dos dados.

Ross e et al (1995) avaliaram o perfil lipidico em meninas portadoras de
ST e em meninas normais, divididas em dois grupos, menores e maiores de 11
anos de idade. Eles observaram uma elevacgao significativa do CT e LDL-C na
pacientes portadoras de ST, com idade superior a 11 anos, em relagdo as
meninas normais. Em pacientes adultas, ao comparar pacientes portadoras de
ST e pacientes com faléncia ovariana prematura, Cooley et al (2003),
observaram um aumento significativo nos niveis de CT, LDL-C e triglicérides nas
portadoras de ST. Um segundo estudo deste mesmo grupo confirmou os dados
anteriormente apresentados, além de demonstrar a presenca de particulas LDL-
C mais densas nas pacientes portadoras de ST, conferindo as mesmas um peffil
lipidico mais aterogénico. Como os grupos nao diferiam quanto a idade, IMC e
caracteristicas hormonais, 0s autores sugeriram que a monossomia do
cromossomo sexual poderia ser responsavel por estes achados (Van et al,

2006).

2.2.5 Aspectos hormonais na Sindrome de Turner

A baixa estatura presente nas pacientes portadoras de ST é causada por
uma haploinsuficiéncia do gene SHOX, localizado no brago de ambos os

cromossomos sexuais, X e Y (Gravholt, 2004). O gene SHOX atua na maturacao
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e diferenciacao dos condrécitos, principalmente em placas de crescimento, e sua
expressao inadequada pode ocasionar perdas estaturais e deformacoes o0sseas

(Blaschke e Rappold, 2006; Leka et al, 2006).

Apesar das portadoras de ST nao apresentarem deficiéncias na produgao
do horménio de crescimento (GH), € comum a administragdo deste hormoénio
recombinante (GHr) para atenuar o fendtipo de baixa estatura, porém este
procedimento deve ser realizado de maneira criteriosa, levando-se em
consideracao os efeitos colaterais do tratamento (Guedes et al, 2008). Em
jovens portadoras da ST, verifica-se uma alta incidéncia de intolerancia a glicose
(Nielsen et al, 1969; Menziger et al, 1966; Weise et al, 1993) e um aumento do
risco de desenvolvimento de diabetes mellitus na idade adulta (Nielsen et al,
1969; Rasio et al, 1976; Van Campenhout e Rasio, 1979) , fato associado ao uso
de GHr (Landom et al, 1962; Bratusch-Marrain et al, 1982; Godsland et al, 1986;

Wilson et al, 1988)

Além da baixa estatura, a insuficiéncia gonadal é uma importante
caracteristcas das portadoras de ST, contribuindo para o atraso do
desenvolvimento puberal e infertilidade (Gravholt, 2004). Alguns estudos
associam o0 aumento do risco para doencas cardiovasculares com a deficiéncia
de estrogénio nestas pacientes, e tratamento inapropriado de hipotiroidismo,
condigbes associadas com a doenga arterial coronariana, niveis elevados da
fracdo LDL-C e da Apo B (Dean e Fowler, 1985; Arem e Patsch, 1990; Arem e
Escalante, 1996). Porém nao existem estudos que tenham acompanhado
pacientes com ou sem terapia de reposicdo hormonal (TRH) por um longo tempo

para relatar a contribuicdo deste tratamento. Especula-se que a TRH tenha
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efeitos adrticos positivos, pois, jovens que iniciaram a reposicao mais cedo

apresentam uma pequena queda na PA de 24 horas (Gravholt, 2005).

A TRH também pode ter implicacbes deletérias no metabolismo glicidico
das mulheres com ST. Gravholt e colaboradores, em 1998, demonstraram, que a
implementagdo da TRH com 17-beta estradiol, nas apresentagbes oral e
transdérmica, associada ao acetato de noretisterona, eleva os niveis glicémicos
séricos das mulheres com ST, além de sugerir um possivel defeito primario na
secrecao da insulina, particularmente na primeira fase apos estimulo, como fator
contribuinte para a intolerancia a glicose (Gravholt et al, 1998). Seis anos apos,
visando evitar interferéncia da TRH e do IMC, um grupo de pacientes com
disgenesia gonadal pura 46,XX, foi comparado com pacientes com ST e um
defeito primario na liberagdo pancreatica de insulina foi finalmente demonstrado

( Bakalov et al, 2004).
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3. Objetivos

O presente estudo foi proposto para elucidar possiveis mecanismos genéticos
do desenvolvimento da doencga cardiovascular nas pacientes com Sindrome de Turner,
comparando-as com uma populacdo normal. Diante disto, podemos enumerar as

consideracdes a serem respondidas da seguinte maneira:

1) Avaliacao das frequéncias dos polimorfismos do gene TAP1 (A637Q),
ENPP1 (K121Q), Apo E (E2, E3 e E4) e MTHFR (C677T e A1298C)

em mulheres portadoras de ST e no grupo controle.

2) Avaliacdo dos fatores de risco para o desenvolvimento de doenga

cardiovascular em mulheres portadoras de sindrome de Turner.
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4. Metodologia

4.1 Caracterizacao das amostras

A triagem dos individuos, que compreendeu coleta de sangue periférico, afericao

da PA e avaliagdo bioquimica, foi realizada junto ao Ambulatério de Gbnadas e

Desenvolvimento da Disciplina de Endocrinologia da UNIFESP-EPM,

sendo

consideradas para o estudo 78 mulheres em acompanhamento clinico e com

diagnéstico citogenético confirmado para a Sindrome de Turner, sendo 68% (53/78)

com caridtipo 45,X e 32% (25/78) portadoras de mosaicismo cromossémico e/ou

anormalidades estruturais (Tabela 4).

Tabela 4. Carittipo das pacientes portadoras de Sindrome de Turner estudadas.

Cariétipo

Numero de pacientes

45X
45,X/46,X,i(X)(q10)
46,X,i(X)(q10)
45,X/46,X,+mar
45,X/46,XX
45 X/47 XXX
45 X/46,XX/47 XXX
45,X/45,X,add(15)(p11)
45,X/46,X, idic (X) (p11)
45 X/46,XX, p+
45 X/46,X,r(X)

45 X/46,X,r(?)
45,X/46,X, dup(X)(q25-g21)
46,X, idic,X(q25)
46,X,der(X)(p11.2)

45 X/46,XY
45,X/46,XX addX(p22)

53

- A DD OO DN

—_

—_ = e

TOTAL

78
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O grupo controle compreende uma amostra de 372 individuos saudaveis,
sem histéria pessoal e familiar de DCV, da comunidade, triadas em ambulatério,
possibilitando assim o controle dos fatores associados ao risco cardiovascular,

com verificacdo da PA e dosagem bioquimica de lipideos e glicose.

As amostras de sangue periférico foram obtidas apds exposicdo dos
objetivos e da assinatura do termo de consentimento informado, segundo as
normas do Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP-EPM (No 2052/07)

(anexo 1).

4.2 Cariotipagem

O caribtipo das portadoras de ST foi determinado por analise de linfécitos de
sangue periférico, e o numero de metafases analisadas por bandamento G seguiu o
critério de Hook’s (1977), que recomenda a analise de 40 metafases para detecgéo de

até 8% de mosaicismo, com intervalo de confianga de 95%.

4.3 Extracao de DNA

A extracao do DNA gendmico das pacientes e controles foi realizada a partir de
linfécitos de sangue periférico, de acordo com protocolo desenvolvido por Lahiri e

Numberger (1991), com modificagdes.
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4.4 Genotipagem

4.4.1 Genotipagem TAP1 — transporter-associated antigen processing

(6p21.3) por RFLP.

A reacao por PCR foi realizada com volume final de 25uL contendo 100ng
de DNA gendmico, MgCl> 10 mM, dNTP 1.0 mM, 2.0 U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen®), Tris- HCI (pH8,4) 10mM, KCI 50mM, 2,0uM de cada primer (Tabela
5). A reacdo foi processada em um termociclador (Corbett Research® QIAGEN,
Valencia, CA, USA) da seguinte maneira: desnaturagcdo por 5 min a 95° C,
seguida por 32 ciclos de 50 seg a 95°C (desnaturacédo), 45 seg a 55°C
(anelamento) e 45 seg a 72°C (extensdo), com uma extensao de final de 5min a
72 °C. Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose 1%, corados com

brometo de etidio.

Para a genotipagem foi utilizada a enzima de restricao Xmill (Fermentas
Life Science Inc, Baltimore, USA). A digestao foi realizada em um volume final de
8,0 uL utilizando-se 3 pL do produto da PCR, 4,5 pL de agua destilada, 0,25 U de
enzima Xmil e 0,5 uL de solucédo tampao. As amostras foram incubadas a 37°C -
overnight. . A andlise do tamanho dos fragmentos de restricao foi estabelecida
apos a separacao dos produtos de PCR submetidos a digestao e, posteriormente

a eletroforese em gel de agarose 3%, corado com brometo de etidio.

O polimorfismo A637G do gene TAP1 cria uma sequéncia de

reconhecimento para a enzima de restricdo Xmil, e isto € detectado através da
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digestao do produto da PCR com 183 bp, gerando fragmentos de 51 e 132 bp
para o polimorfismo em homozigose. O polimorfismo em heterozigose (A/G) é
caracterizado no gel pela presenca de trés fragmentos, 183, 132 e 51bp, € em
homozigose (G/G) caracteriza-se pela presenca de dois fragmentos, 132 e 51bp

(Figura 6).

» ':»'
¥ ¥ « —183pb
’ «— 132 pb

l ,-f' .}( «——  151pb

Figura 6. Produto de amplificacdo da PCR correspondente ao gene TAP1, polimorfismo A637G,
apés digestao com enzima Xmil. M — M — Marcador de tamanho de fragmento 50 bp, 1 genétipo AA, 2, 3
e 4 gendtipo GG e 5 gendtipo AG.

4.4.2 Genotipagem ENPP1 - ectonucleotide pyrophosphatase

phosphodiesterase 1 (6p22 e q23) por RFLP.

A regido de interesse do gene ENPP1 (Tabela 5) foi amplificada por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) nas seguintes condi¢gdes: volume final
de 25uL contend 100ng de DNA genomico, 10 mM de MgCl,, 1.0 mM dNTP, 2.0
U de Tag DNA polymerase (Invitrogen), 10mM de Tris- HCI (pH8,4), 50mM KCl,

1,0uM de cada primer.

A reacdo foi processada em um termociclador (Corbett Research®
QIAGEN, Valencia, CA, USA) por desnaturacao inicial 2 min a 94° C, seguida por

30 ciclos de 1min a 94°C (desnaturacao), 40 seg a 55°C (anelamento) e 40 seg a
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72°C (extensao), com uma extensao de final de 10min a 72 °C. O produto da PCR

foi analisado em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio.

Para a genotipagem foi utilizada a enzima de restricdo Avall (Fermentas
Life Science Inc, Baltimore, USA). A digestao foi realizada em um volume final de
8,0 uL utilizando-se 3 pL do produto da PCR, 4,5 pL agua destilada, 2,5 unidades
da enzima Avall e 0,5 uL de solugdo tampao. As amostras foram incubadas por 2
horas a 37°C. A anadlise do tamanho dos fragmentos de restricao foi estabelecida
apds a separacao dos produtos de PCR submetidos a digestao e, posteriormente

a eletroforese em gel de agarose 3%, corado com brometo de etidio.

O polimorfismo A121C do gene ENPP1 cria uma sequéncia de
reconhecimento para a enzima de restricdo Avall, e isto é detectado através da
digestao do produto da PCR de 208 bp, gerando fragmentos de 53 e 175 bp para
o polimorfismo em homozigose. O polimorfismo em heterozigose (A/C) é
caracterizado no gel pela presenga de dois fragmentos, 208 pb e 175 bp, e em

homozigose (C/C) caracterizado apenas por um fragmento de 175 bp (Figura 7).

———208pb
175ph

Figura 7. Produto de amplificacdo da PCR correspondente ao gene ENPP1, polimorfismo
A121C, apés digestdao com enzima Avall. M — Marcador de peso molecular 50 bp, 1, 4, 5 e 6 genotipo
AC, 2 gendtipo CC e 3 e7 gendtipo AA.
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4.4.3 Genotipagem APOE - Apolipoproteina E (19q13.2) ¢ MTHFR -

metilenotetrahidrofolato redutase, locus 1298 por ensaio TagMan.

A genotipagem para os genes MTHFR — polimorfismo A1298C (rs1801131)
e APOE (rs7412/rs429358) foi realizada através de ensaio TagMan® SNP

Genotyping Assays proveniente da Applied Biosystems®.

Os polimorfismos dos genes MTHFR A1298C e APOE foram identificados
por PCR quantitativa em tempo real (Rotor gene 6000 HRM 5 Plex Platform,
Corbett Life Science, QIAGEN, Valencia, CA, USA). O sinal fluorescente da
reacdo quantitativa serd gerado com uma sonda repérter 5°e um quencher 3’.
Devido a acao de exonuclease 5°-3", a Tag DNA polimerase cliva e libera a sonda
reporter da sequéncia, que tem sua fluorescéncia detectada pelo equipamento de
leitura. Depois de ultrapassado um nivel de deteccao minimo, a amplificacdo por
PCR Tempo Real resulta em um sinal de fluorescéncia proporcional ao fragmento
gerado. Apds a PCR, o gendtipo de cada amostra foi automaticamente atribuido

pelo sinal fluorescente alelo-especifico.

Os ensaios foram realizados com Tagman Universal Master Mix® (Applied
Biosystems®) com 10-20ng de DNA por reagéo. As condi¢des da PCR foram pré-
padronizadas pelo fabricante, segundo protocolo préprio (ensaio TagMan® -
Applied Biosystems®) e consistiram de 95 °C desnaturagdo inicial (15 min),
seguido por 40 ciclos de desnaturacao a 95 °C (15 seg) e 60 °C de anelamento e

extensao (1 min).
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4.4.4 Genotipagem MTHFR - metilenotetrahidrofolato redutase, /locus

677 (1p36.3) por RFLP.

Os ensaios de PCR para o l6cus 677 foram realizados em um volume final
de 50yuL utlizando-se 200-1000ng de DNA, 1,0mM dNTP, 2,5U de Taq DNA
Polimerase, 10mM de Tris-HCI (pH8,4), 50mM KCI, 3,0mM MgCl,, 0,2uM de cda
primer (Tabela 5). As reagcbes foram processadas com o auxilio de uma
termocicladora (Corbett Research® QIAGEN, Valencia, CA, USA) nas seguintes
condi¢coes: desnaturacdo a 95°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de
amplificacdo de 1 minuto de desnaturacdo a 95°C, 1 minuto de anelamento a
61°C, e 1 minuto de extenséo a 72°C e uma extensao final de 72°C por 7 minutos.
O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% para a

verificacdo do sucesso da amplificacao.

Para identificacdo do polimorfismo C677T foi utilizada a enzima Hinfl. A
digestdo com a enzima de restricdo foi realizada em um volume final de 50 pL
utilizando-se 30 pL do produto da PCR, 13,5 uL agua destilada, 15 unidades
enzima Hinfi e 5,0 yL tampao. As amostras foram incubadas por no minimo 3
horas a 37°C. A andlise do tamanho dos fragmentos de restricdo foi realizada
apos a separacao dos produtos da PCR digerido por gel de eletroforese contendo

3% de agarose e corados com brometo de etidio.

O polimorfismo C677T cria uma sequéncia de reconhecimento para a
enzima de restricdo Hinfl, e isto é detectado por meio da digestao do produto da
PCR, originalmente, com 198 bp, gerando fragmentos de 23 e 175 bp para o
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polimorfismo em homozigose (gendtipo TT). No entanto este genoétipo é
caracterizado somente pela presenca do fragmento de 175 bp, pois o fragmento
de 23 bp nao fica retido no gel. O gendtipo CC (gendtipo mais comum na
populagdo) € caracterizado pela presenga de um fragmento de 198 bp e o

gendtipo CT (polimorfismo em heterozigose) € caracterizado pela presenca de

dois fragmentos, um de 198-bp e o outro de 175 bp (Figura 8).

200 pb 198 pb

175 pb

Figura 8. Produto de amplificagcdo da PCR correspondente ao locus 677 do gene da MTHFR
apos digestdo com enzima Hinfl. M — Marcador de peso molecular 50 bp, pacientes portadoras da
Sindrome de Turner 1,4,5,8 e 9 apresentam o genétipo CT, paciente 2 gendtipo TT e pacientes 3,6 e 7
apresentam o genotipo CC.

4.5 Analises estatistica

As frequéncias dos alelos e dos gendtipos foram comparadas as respectivas
frequéncias do grupo controle. Os resultados foram analisados estatisticamente através
do teste qui-quadrado (X?). A influéncia dos alelos e genétipos na auséncia e presenca
da sindrome foi verificada pelo calculo dos produtos cruzados (odds ratio), com
intervalo de confianca (IC) de 95%. Admitiu-se erro a de até 5% com nivel de

significancia para valor de p<0,05.
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Tabela 5. Sequéncia e identificacdo dos primers e enzimas de restricao utilizadas na analise por RFLP.

Gene rs Primer Enzima Referéncia
TAP1 135216 F 5"CCCTATCCAGCTACAACC3’ Xmil Shen et al, 2007
R 5’ AACGCCACTGCCTGTCGCT3’
ENPP1 1044498 F 5°"GCAATTCTGTGTTCACTTTGGAS’ Avall Pizzuti et al, 1999
R 5°"GAGCACCTGACCTTGACACA 3’
MTHFR 677 1801133 F 5 TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3’ Hinf Frosst et al, 1995

R 5-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’
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5. Resultados

A média, o desvio padrdao e mediana dos dados clinicos e laboratoriais das
portadoras de ST estudadas se encontram na Tabela 6. O tempo de uso do horménio
do crescimento — GHr entre as pacientes variou de 6 a 92 meses, (mediana 34 meses).
Seis pacientes (7,5%) faziam uso de anti-hipertensivos e/ou diuréticos, trés (3,8%) de

insulina e/ou hipoglicemiante e duas (2,5%) utilizavam anti-lipemiantes.

Tabela 6 - Caracterizacao clinica e laboratorial das 78 pacientes portadoras de Sindrome de
Turner avaliadas.

Média + DP Mediana
Idade (anos) 25,0+10,5 23,8
PAS (mm/Hg) 113,8+13,9 111,3
PAD (mm/Hg) 74,5+13,7 76,3
Colesterol Total (mg/dL) 169,4+30,3 169,5
HDL-C (mg/dL) 53,8+15,0 52,0
LDL-C (mg/dL) 97,4+22,3 94,0
Triglicerideos (mg/dL) 81,7+39,6 72,0
Glicemia Jejum (mg/dL) 83,5+9,5 84,5

IMC: Indice de massa corporal; PAS e PAD: pressdo arterial sistolica e diastdlica,
respectivamente.

Em relacdo ao IMC as pacientes foram classificadas, de acordo com as
Diretrizes Sobrepeso e Obesidade da Sociedade Brasileira de Cardiologia (2004) em,

baixo peso 7,7% (6/78), normal 56,4% (44/78), sobrepeso 26,9% (21/78), Obeso 9,0%
(7/78) (Figura 9).
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M Baixo Peso
B Norma
[ Sobrepeso
H Obeso

Figura 9. Distribuicdo das portadoras de Sindrome de Turner estudadas em relagéo ao IMC

De acordo com os valores de PA, 5,1% (4/78) das pacientes com ST,
apresentaram valores >140 mmHg e 14,1% (11/78) apresentaram valores >90 mmHg
para PAD, sendo consideradas hipertensas de acordo com as Diretrizes da Sociedade

Brasileira de Cardiologia (2006) (Figura 10).

Para os niveis plasmaticos dos lipideos nas pacientes foram observados os
seguintes resultados: 87,2% (68/78) apresentam niveis desejavies para CT, 9,0%
(7/78) niveis limitrofes e 3,8% (3/78) niveis elevados. Em relacdo ao HDL-C, 92,3%
(72/78) apresentaram nivies desejaveis e 7,7% (6/78) niveis abaixo de 35 mg/dL, e
para o LDL-C, 62,8% (49/78) apresentavam niveis desejaveis, 35,9% (28/78) niveis
limitrofes e 1,3% (1/78) apresentavam niveis elevados. Quanto aos triglicerideos,
93,6% (73/78) apresentaram niveis desejaveis, 3,8% (3/78) niveis limitrofes, 2,6%

(2/78) apresentaram niveis elevados (Figura 11).
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W PAS Normal < 130 mm/Hg
W PAS Limitrofe 130- 139 mm/Hg
[ PAS Alterada > 140 mm/Hg

W PDS Normal < 85 mm/Hg
M PDS Limitrofe 85 - 89 mm/Hg
M PDS Alterada > 92 mm/Hg

Figura 10. Distribuicdo da pressao arterial sistolica (PAS) e diastélica (PAD) nas portadoras de

Sindrome de Turner estudadas.
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B CT desejavel< 200 mg/dL

B HDL-C desejdvel »35mg/dL

M CT limitrofe 200 239 mg/dL
B HOL C baixo <40 mg/dL

M CT Elevado > 240 mg/dL

B LOL-C desejavel = 100 mgfdL

B TG desejdvel < 150 mg/dL

B LDL-Climitrofe 100 - 152 mg/dL
B T G limitrofe 100- 159 mg/dL

W CT Elevado > 160 mg/dL
M TG Elevado = 200 mg/dL

Figura 11. Distribuicdo dos niveis de lipideos plasmaticos nas portadoras de Sindrome de Turner
estudadas.
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5.1 Polimorfismos do gene TAP1- transporter-associated antigen

processing (6p21.3)

Na analise do polimorfismo A637G do gene TAP1 as frequéncias dos genotipos
AB37A, A637G e G637G nas pacientes com ST foi, respectivamente, 7,7% (6/78),
52,6% (41/78) e 39,7% (31/78), enquanto que no grupo controle os gendtipos 637AA,
637AG e 637GG: 11,0% (42/372), 55,0% (205/372) e 34,0% (125/372) (Figura12). Nao
foram constatadas diferencas estatisticamente significantes, na frequéncia dos
diferentes gendtipos (p=0,4584) e também na distribuicao alélica (p=0,2943, OR=1,23,
95% IC = 0,86 — 1,77). Nas pacientes com ST foi observada uma frequéncia de 34,0%
para o alelo A e 6,0% para o alelo G e nos controle 39,0% alelo A e 61,0% alelo C

(Tabela 7).
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Figura 12. Distribuicdo dos genétipos do gene TAPT nas pacientes portadoras de Sindrome de Turner e
no grupo controle.
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5.2 Polimorfismos no gene ENPP1 - ectonucleotide

pyrophosphatase/phosphodiesterase 1 (6p22 e g23)

A frequéncia dos gendtipos para o polimorfismo A121C do gene ENPP1 nas
pacientes ST foram: AA 42,3,0% (33/78), AC 48,7% (38/78) e CC 9,0% (7/78). Em
relagdo ao grupo controle os genoétipos AA, AC e CC se distribuiram da seguinte
maneira, 45,0%, 42,0% e 12,0%, respectivamente (Figura 13). A diferenga entre os
gendtipos nao foi estatisticamente significante (p=0,5169), assim como na distribuicdo
alélica (1,0). Nas pacientes com ST foi observada uma frequéncia de 66,7% para o
alelo A e 33,3% para o alelo C e nos controle 66,0% alelo A e 34,0% alelo C (p=1,0

OR= 0,99, 95% IC=0,69 — 1,42) (Tabela 7).
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Figura 13. Distribuicdo dos genétipos do gene ENPP1 nas pacientes portadoras de Sindrome de Turner
€ no grupo controle.
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5.3 Polimorfismos do gene APOE

A frequéncia dos genoétipos do gene da APOE nas pacientes com ST e nos
controles, foi respectivamente: E3E3 68,3% (54/78) e 61,5% (229/372), E2E3 6,3%
(5/78) e 12,4,0% (46/372), E3E4 24,1% (19/78) e 22,6% (84/372), E2E2 0% e 1,0%
(4/372), E4E4 0% e 1,3% (5/372) e E2E4 1,3% (1/78) e 1,1% (1/372) (Figura 14). A
frequéncia dos alelos E3, E2 e E4 nsa pacientes com ST foi 83,5%, 3,8% e 12,7% e no
grupo controle 79,0%, 7,8% e 13,2%. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significantes, relacionadas aos genétipos (p=0,864) e alelos (p=0,062),

entre os grupos estudados (Tabelas 8).

68,3%1,5%

24,1%92 6%

1,3% 1,3%
1,1% 1,1%
—
E3E3 E2E3 E3E4 E2E2 E4E4 E2E4

B Portadoras ST ® Controles

Figura 14. Distribuicdo dos genétipos do gene APOE nas pacientes portadoras de Sindrome de Turner e
no grupo controle.
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5.4 Polimorfismos no gene da MTHFR - metilenotetrahidrofolato

redutase (1p36.3)

5.4.1 codon 677

A frequéncia dos genoétipos MTHFR 677CC, 677CT e 677TT nas 78
pacientes portadoras de ST foi, respectivamente, de 47,4% (37/78), 42,3%
(33/78) e 10,3% (8/78), enquanto que nos 372 individuos do grupo controle os
gendtipos 677CC, 677CT e 677TT foram encontrados nas seguintes
frequéncias: 59,0% (219/372), 29,0% (107/372) e 12,0% (46/372),
respectivamente (Figura 15). Considerando-se os alelos, C estava frequente em
68,6% das pacientes com ST e 73% no grupo controle, enquanto o alelo T
estava presente em 31,4% das portadoras de ST e 27% do grupo controle
(Tabela 7). A diferenca entre os gendtipos nao foi estatisticamente significante,
com valor de p=0,0633, assim como na analise de distribuicdo dos alelos

(p=0,2774, OR = 1,25, 95% IC= 0,86 — 1,82).
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Figura 15. Distribuicdo dos genétipos do gene MTHFR, polimorfismo cddon 677, nas pacientes
portadoras de Sindrome de Turner e no grupo controle.
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5.4.2 codon 1298

As frequéncias dos gendétipos para o polimorfismo A1298C no gene
MTHFR (rs) nas pacientes com ST e grupo controle, foram, respectivamente: AA
46,2% (36/78) e 64% (239/372), AC 35,9% (28/79) e 31% (115/372) e CC 17,9%
(14/78) e 5% (18/372) (Figura 16). Em relacdo aos alelos, observamos a
seguinte distribuicdo: pacientes, alelo A 64,1% e alelo C 35,9%; grupo controle,
alelo A 80% e alelo C 20%. As frequéncias dos genétipos mutantes foram
estatisticamente diferentes entre as pacientes portadoras de ST e o grupo
controle (p<.0001), mantendo-se na analise de distribuicao dos alelos (p=<.0001,

OR=2,20, 95% IC= 1,51 — 3,19) (Tabela 7).
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Figura 16. Distribuicdo dos genétipos do gene MTHFR, polimorfismo 1298, nas pacientes portadoras de
Sindrome de Turner e no grupo controle.

Os polimorfismos A121C do gene ENPP1, A1298C do gene MTHFR e isoformas
do gene APOE encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg, porém o mesmo nao

se manteve para os polimorfismo A637G do gene TAP1 e C677T do gene MTHFR.
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Tabela 7. Distribuicdo dos gendétipos e frequéncia alélica dos polimorfismos A637G do
gene TAP1, A121C do gene ENPP1, C677T e A1298C do gene MTHFR nas pacientes

portadoras de ST e no grupo controle.

Sindrome Controles p OR (95%IC)
de Turner (n =372)
(n = 78)
TAP1
Genotipos 0.4584
AA (%) 6 (7,7) 42 (11,0)
AG (%) 41 (52,6) 205 (55,0)
GG (%) 31 (39,7) 125 (34,0) 1,23 (0,86 — 1,77)
Alelos 0.2943
A (%) 53 (34,0) 289 (39,0)
G (%) 103 (66,0) 455 (61,0)
ENPP1
Genotipos 0.5169
AA (%) 33 (42,3) 168 (45,0)
AC (%) 38 (48,7) 158 (42,0)
CC (%) 7 (9,0) 46 (12,0) 0,99 (0,69 — 1,42)
Alelos 1.0
A (%) 104 (66,7) 494 (66,0)
C (%) 52 (33,3) 250 (34,0)
MTHFR 677
Genotipos 0.0633
CC (%) 37 (47,4) 219 (59,0)
CT (%) 33 (42,3) 107 (29,0) 1,25 (0,86 — 1,82)
TT (%) 8(10,3) 46 (12,0)
Alelos 0.2774
C (%) 107 (68,6) 545 (73,25)
T (%) 49 (31,4) 199 (26,75)
MTHFR 1298
Genétipos <.0001
AA (%) 36 (46,2) 239 (64,0)
AC (%) 28 (35,9) 115 (31,0) 2,20 (1,51 - 3,19)
CC (%) 14 (17,9) 18 (5,0)
Alelos <.0001
A (%) 100 (64,1) 593 (80,0)
C (%) 56 (35,9) 151 (20,0)

Valores significantes p<0,05
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Tabela 8. Distribuicdo dos gendtipos e frequéncia alélica dos polimorfismos do gene APOE
nas pacientes portadoras de ST e no grupo controle.

Sindrome de  Controles p OR
Turner (n =372) (95%IC)
(n=78)
APOE
Genotipos 0,864
E3E3 (%) 54 (68,3) 229 (61,5)
E2E3 (%) 5 (6,3) 46 (12,4)
E3E4 (%) 19 (24,1) 84 (22,6)
E2E2 (%) 0 4(1,1)
E4E4 (%) 0 5(1,3)
E2E4 (%) 1(1,3) 4(1,1)
Alelos 0,062 0,74 (0,47
-1,47)
E3 (%) 132 (83,5) 588 (79,0)
E2 (%) 6 (3,8) 58 (7,8)
E4 (%) 20 (12,7) 98 (13,2)

Valores significantes p<0,05
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6. Discussao

A DCV manisfeta-se com grande frequéncia nas portadoras da ST (Naeraa et al,
1995), além disso, € a principal causa de mortes no Brasil, correspondendo a cerca de
30% dos o6bitos nas diversas faixas etarias (Datasus, 2010). InUmeros fatores de risco
para DCV sao conhecidos, tais como, HAS, DM, obesidade, dislipidemia, tabagismo e,
mais recentemente, hiper-homocisteinemia. Uma abordagem adequada destes fatores,
em relacdo a distribuicdo e aos mecanismos genéticos, pode contribuir para uma

diminuicédo na incidéncia e na progressao da DCV nas portadoras de ST.

A prevaléncia de anomalias do aparelho -cardiovascular nas pacientes
portadoras de ST é de 17% a 45% (Haddad et al, 1959; Mazzanti et al, 1988; Moore et
al, 1990; Hou et al, 1993; Gotzsche et al, 1994, Parchment e Clayton, 1995; Gianzo et
al, 1996; Sybert, 1998). Os achados mais frequentes sdo: coarctagcdo da aorta,
anormalidades na valvula adrtica, vasculopatia generalizada, caracterizada por
dilatacao arterial e hipoplasia do ventriculo esquerdo ou da aorta (Gravholt et al, 1998;

Reaven, 1988).

As anomalias cardiovasculares nas portadoras de ST sdo mais prevalentes em
individuos com o cariétipo 45,X (Mazzanti et al, 1988; Hou et al, 1993; Gianzo et al,
1996; Wojda et al, 1997; Sybert, 1998; Prandstraller et al, 1999; Elsheikh et al, 2002;
VOlkl et al, 2005). Gravholt et al (2004) em uma revisao da literatura, relata que a
frequéncia de individuos com ST e -caridtipo 45X associada a anomalias
cardiovasculares é de 30 a 39% enquanto que para outros cariétipos, como mosaicos é
de 24% e com outras anomalias estruturais de 11 a 12%. Na presente casuistica,
independentemente do cari6tipo, pode-se verificar uma frequéncia baixa (3%) de

anomalias cardiovasculares. Este fato pode ser atribuido a idade precoce das mesmas
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(25,0+10,5 anos), o que pode influenciar na ndo percepc¢ao do desenvolvimento dessas
anormalidades ou mesmo a magnitude ao longo do tempo de vida, como foi observado
em outros estudos (Gotzsche et al, 1994, Parchment e Clayton, 1995; Gianzo et al,
1996; Sybert, 1998).Todavia, ocorreu uma maior incidéncia entre portadoras de ST e

com cariétipo 45,X (3/4 pacientes).

Em relacdo as doencas descritas como fatores de risco para a DCV, a HAS tem
grande importancia e, em portadoras da ST tem uma prevaléncia que varia entre 20% e
50% (Gravholt, et al, 1998; Nathwani et al, 2000; Elsheikh et al, 2001; Landin-
Wilhelmsen et al, 2001; Gravholt et al, 2006). As alteracées de PA estdo geralmente
associadas a idade, sendo que a sua prevaléncia € menor em criancas e adolescentes
quando comparada aos adultos (Fixler e Laird,1983; Sinaiko et al,1989). No presente
estudo, observou-se uma prevaléncia de HAS, considerando tanto valores de pressao
arterial alterada e pacientes sob uso de anti-hipertensivos (26,9%), de acordo com a

descrita na literatura, apesar da idade jovem das mesmas.

E de grande importancia a elucidagdo do mecanismo genético causador da HAS,
para o tratamento e prevencdo desta patologia na ST. Porém, isto se torna
extremamente dificil, pois, além dos aspectos ambientais e genéticos, existem teorias
fisiopatolégicas que determinam a maior prevaléncia nessa sindrome, como por
exemplo o desequilibrio no tdnus simpatovaga (Gravholt et al, 2006). Nos ultimos anos
muitos foram os genes apontados como contribuintes para este processo patolégico,
entre eles, o TAPT1 (transporter-associated antigen processing) (Gao et al, 2006). O
polimorfismo A637G deste gene tem sido associado a um aumento da disfungao
endotelial e consequente elevacao do risco para HAS (Alberts et al, 2001; Ritz et al,

2003).
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Shen et al (2007) estudaram 277 individuos hipertensos Coreanos e 227
controles e encontram uma frequéncia do alelo G de 25,6% e 17,6% respectivamente
(p=0,002). Neste mesmo estudo, foi demonstrado que individuos portadores do

genotipo GG tém, 2,9 vezes mais chance de desenvolver HAS.

Em um estudo realizado no Brasil, com individuos das etnias Guarani (n=93),
Kaingangs (n=241) e caucasoéides (n=93) (Faucz et al, 2000), a frequéncia do alelo G
observada para a etnia Guarani (62%) foi substancialmente distinta dos demais
estudos da literatura (Barron et al, 1995; Chevrier et al, 1995; Moins-Teisserene et al,
1995; Dijilali-Saiah et al, 1996; Hoéhler et al, 1996; Ismail et al, 1997; Lee et al, 2001;
Zhang et al, 2002; Pyo et al, 2003; Whang et al, 2005, Shen et al, 2007). Os autores
justificam essa disparidade como reflexo da neutralidade desse polimorfismo nas
populacdes. No presente estudo, pode-se verificar uma frequéncia do alelo polimérfico
G (66,0%) semelhante a observada previamentes nesse estudo (Faucz et al, 2000)
para etnia Guarani. Tais achados refletem uma possivel diferenca na distribuicado do
alelo polimérfico G na populacao do Sudeste e Centro-Oeste brasileiro, alvo da atual
pesquisa. Desse modo, nao foi verificada alteracao significativa de frequéncia alélica

nas portadoras de ST em relagao ao grupo controle.

A DM é também um importante fator de risco para DCV (Haffner et al, 1998;
Thom et al, 2006), sua presenca dobra o risco desta patologia em homens e triplica em
mulheres (Kannel e McGee, 1979; Selvin et al, 2004). Além de, elevar em 3 vezes a
mortalidade por AVC (Smith et al, 1984; Stamler et al, 1993). Disturbios no
metabolismo glicidico sdo frequentes nas portadoras de ST, com a intolerancia a
glicose relatada numa prevaléncia de 15 a 43% (Costin et al, 1985; Haeusler e Frisch,
1992). A frequéncia baixa de patologias associadas ao metabolismo glicidico na

amostra estudada (1,4%) pode ser fruto da idade jovem das pacientes, pois, a
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resisténcia insulinica tem sido frequentemente associada a mulheres adultas, obesas e
que realizam reposicao estrogénica (Nielsen et al, 1969; Cicognani et al, 1988; Caprio
et al, 1991; Holl et al, 1994; Gravholt et al, 1998). E importante ressaltar que a
utilizagdo do GHr pode, mesmo que transitoriamente, elevar os niveis de glicose e/ou

insulina, causando nestas pacientes um quadro de resisténcia insulinica.

Em humanos, o polimorfismo A121C do gene ENPP1 (ectonucleotide
pyrophosphatase/phosphodiesterase 1) apresenta uma associagdo positiva com DM
(Gu et al, 2000; Abate et al, 2003; Kubaszek et al, 2004; Abate et al, 2005; Meyre et al,
2005; Grarup et al, 2006) e com a resisténcia insulinica (Pizzuti et al, 1999; Duggirala
et al, 2001; Arya et al, 2002; Kubaszek et al, 2003; Meyre et al, 2004) em diversas
populacées. Porém, ha na literatura dados conflitantes sobre a associacdo ou nao
deste polimorfismo com disturbios glicidicos em diferentes populagbes. Foi
demonstrada uma associagao positiva em individuos brancos e diabéticos dos Estados
Unidos (Abate et al, 2003; Abate et al, 2005) e da Finlandia (Kubaszek et al, 2004),
mas, o mesmo nao foi observado em individuos diabéticos Suecos (Gu et al, 2000),
Dinamarqueses (Rasmussen et al, 2000; Grarup et al, 2006) e Americanos ou
Poloneses (Lyon et al, 2006). No presente estudo nao foi constatada uma frequéncia

mais elevada do alelo C e/ou gendtipos AC e CC nas portadoras de ST.

Alguns estudos destacam a importancia da determinacdao do perfil lipidico em
portadoras da ST (Ross et al, 1995 e Cooley et al, 2003). Todavia, tais esforcos néao
foram suficientes para estabelecer os mecanismos que levam a alteracdes lipidicas
nestas pacientes. Uma vez que, os parametros avaliados sdo obtidos em relacdo ao
IMC, idade, estatura e perfil hormonal, parémetros sabidamente alterados nesta
sindrome, acredita-se que seja necessario estabelecer novas diretrizes de avaliacao.
Guedes (comunicacdo pessoal) demonstrou 0 impacto destas alteracées, relatando
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que o indice cintura-estatura é melhor que o IMC para classificar pacientes com ST,
quanto a obesidade. Em nossa amostra observamos alteracbes discretas nos niveis
lipidicos, porém sem relagdo com obesidade, hiperglicemia e HAS, doencas que

poderiam explicar tais achados.

Elucidar os mecanismos genéticos das dislipidemias é de extrema importancia
para prevencdo das DCV’'s. O gene da APOE é responsavel por disturbios no perfil
lipidico. Diversos estudos observaram associacao positiva entre polimorfismos deste
gene e aterosclerose (Wilson et al, 1994; Dreon et al, 1995; Mahley e Rall, 2000,
Kolovou et al, 2003). As isoformas APOE3 e E4 apresentam grande afinidade de
ligacdo aos receptores de LDL-C, enquanto a APOE2 mostra menos de 2% da
afinidade normal. Devido a baixa afinidade de ligacdo a este receptor, a APOE2 é
geralmente associada aos niveis baixos de LDL-C e CT, enquanto a alta afinidade da
APOE4 ao receptor tem sido associada ao declinio da longevidade, ao aumento dos
niveis plasmaticos de LDL-C e CT e ao aumento da prevaléncia de doenca
cardiovascular e a doencga de Alzheimer (Eichner et al, 1993; Wilson et al, 1994; Wilson
et al, 1996; Ballantyne et al, 2000; Gerdes et al, 2000; Mahley e Rall, 2000; Hagberg et
al, 2000; Smith et al, 2000; Lahoz et al, 2001; Song et al, 2004; Hatters et al, 2006). Na
presente amostra ndo foram observadas diferengas estatisticamente significantes na

distribuicao das isoformas da APOE nas portadoras de ST.

O impacto social nos Gtlimos tempos motivou o aparecimento de diversos
estudos com o objetivo de identificar novos fatores de risco e prevenir a ocorréncia das
DCV’s. Sabe-se que a aterosclerose € uma das patologias mais frequentes, sendo a
principal responsavel pelos casos de AVC. Em 1969, McCully relatou fortes evidéncias
da associacdo entre aterosclerose e concentracbes elevadas de He, dados que

posteriormente foram confirmados por diversos estudos (Brattstrdm et al, 1984; Coull et
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al, 1990; Clarke et al, 1991; Kang et al., 1992; Stampfer et al, 1992; Brattstrém et al,

1994; Arnesen et al, 1995; Graham et al, 1997, Muniz et al, 2006).

A enzima MTHFR esta envolvida na conversdo de He a metionina no organismo
(Saw et al.,, 2001). O gene MTHFR apresenta dez polimorfismos descritos até o
momento, sendo os mais estudados, os que envolvem os cédons C677T e A1298C,
por apresentarem maior impacto na fungdo enzimatica, elevando as concentracdes de

He, principalmente quando o nivel sérico de folato esta baixo (Lobo et al, 1999).

Dudmam (1999) sugere que a He seja um regulador natural dos leucécitos,
incluindo adesao endotelial e migracao transendotelial. Em seu estudo, demonstrou
qgue a He ativa, independentemente, os leucocitos e as células endoteliais. Neutrofilos e
mondcitos expostos a He e co-cultivados com células endoteliais, desenvolveram
mecanismos que envolveram a formacao de peréxidos de hidrogénio. Além disso, a
migracao endotelial e transendotelial € mediada pela mudanca no padrao de expressao
de proteina de quimioatragdo de mondcitos e pelas interleucinas, responsaveis por
sinalizacao de neutréfilos e pelas respostas celulares com, liberacao de citocinas e

agonistas inflamatdrios, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (Dudmam, 1999).

Estudos relacionados as variantes alélicas da enzima MTHFR, que poderiam
influenciar na concentracao plasmatica de He e contribuir para o aparecimento da DCV,
séo bastante controversos. Muniz et al (2006) encontraram uma associagao positiva
entre niveis elevados de He e DAC, porém nao foram observadas relacdes positivas
entre o alelo T mutante e niveis de He plasmatica, dados posteriormente confirmados
por Guerzoni et al (2009). Harmon et al (1996) demonstraram uma relacdo positiva
entre 0 gendtipo T677T e niveis elevados de He, dados confirmados por Spotilla et al

(2003).
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Em um estudo anteriormente realizado para esclarecer o mecanismo de nao-
disjuncdo presente nas portadoras de ST, nosso grupo observou uma frequéncia
elevada do polimorfimo A1298C nestas pacientes, sugerindo possiveis contribuicdes do
alelo C neste mecanismo (Oliveira et al, 2008). No presente estudo observou-se uma
distincao significativa na distribuicado do alelo polimérfico A1298C (p<0,0001) entre as
pacientes com ST e o grupo controle, indicando este polimorfimo como um possivel
fator de risco, nas portadoras de ST para a DCV, considerando o seu envolvimento no
metabolismo da He. Apesar do impacto menor na atividade enzimatica, o polimorfismo
A1298C mostra-se envolvido em possiveis mecanismos patolégicos nesta sindrome,
sendo importante o estudo de outras variantes genética envolvidas no metabolismo dos

folatos e associacdes a enzima MTHFR (van der Put et al,1998).

A distribuicdo do polimorfismo C677T deste mesmo gene, nao diferiu

estatisticamente, entre as portadoras de ST e o grupo controle.

O grupo controle tanto para o polimorfismo do gene TAP1 quanto para o MTHFR
C677T nao esta em equilibrio de Hardy-Weinberg. Uma vez que acreditamos que nao
houve erro na observacao dos gendétipos, supostamente que este evento pode estar
relacionado ao tamanho da amostra. Estudos em uma grande amostra devem ser

realizados para confirmar esta hipotese.
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7. Conclusao

Com os dados apresentados neste trabalho, é possivel concluir que:

1)

Os polimorfismos A637G do gene TAP1, A121C do gene ENPPI1, assim
como as isoformas E2 e E4 do gene APOE e o polimorfismo do C677T do
gene MTHFR, nao apresentaram uma distribuicdo diferenciada,
estatisticamente significante, nas portadoras de ST estudadas quando

comparadas com um grupo controle normal.

O polimorfismo A1298C do gene MTHFR, apresentou uma frequéncia
aumentada nas portadoras de ST estudadas, quando comparadas com o

grupo controle (p=<.0001).

Em relacdo a hipertensdo arterial sistémica, as alteragées no metabolismo
glicidico e aos disturbios lipidicos, ndo foi possivel correlacionar os

polimorfismos acima citados com a presenca destas patologias na ST.
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9. Anexos
9.1 Aprovacao comité de ética em pesquisa (CEP)

TIIIFECE
[ PAULISTA |

Universidade Federal de 380 Pawlo Comitd de Etica em Pesquisa
Facola Paulista de Vedicina Hospital 580 Pawlo

S0 Pauio, 20 de marco de 2008
CEP 2052/07

limo(a). Sr(a).

Pesquisador(a) KELLY CRISTINA DE OLIVEIRA »
Co-Investigadores: Bianca Alves vieira Bianco, Ménica Vannucci Nunes Lipay, Alexis Dourado Guedes, Eduardo
Kinio Sugawara, Luciane Ribeiro Neto, leda Therezinha do Nascimento Verreschi (orientadora)
Disciplina/Depariamento: Endacrinologia/Medicina da Universidade Federal de S&o Paulo/Hospital S3o Paulo

Patrocinador: Recursos Proprios.
PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Analise dos polimorfismos dos genes MTHFR, TAP1, Apo E e ENPP1 em
mulheres portadoras da sindrome de turner ¢ sua interagdc como fatores de
risco para doenga cardiovascular”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: Estudo caso controle.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: Risco minimo, desconforto leve, envolvendo coleta de sangue.
OBJETIVOS: Avaliar os polimorfismos do gene MTHFR, TAP1, Apo E e ENPP1 em mulheres portadoras de
Sindrome de Turner (ST) e no grupo controle. Dosar os niveis séricos de homocisteina por HPLC e correlaciona-lo
aos polimorfismos do gene MTHFR. Estabelecer a origem parental do cromossomo X nas mulheres com ST.
Correlacionar os achados como fatores de risco para o desenvolvimento de DVC..

RESUMGO: Participardo do estudo 100 pacientes com ST, com confirmacao por caridtipo, provenientes do ambulatorio
de Génadas e Desenvolvimento da Disciplina de Endocrinologia da UNIFESP. Havera um grupo controle constituido
por 100 mulheres sadias, da comunidade, sem historia prévia de DCV. Na admissao , serdo colhidos dados de
histéria clinica em protocolo padronizado e realizado exame fisico completo. Serdo colhidas amostras de sangue
para dosagem de homocisteina por HPLC. A analise do DNA gendmico seréa realizada no laboratério de genética do
Departamento de Morfologia da UNIFESP, analisando-se os genes MTHFR, TAP1, ApoE e ENPP1 por reagéo em
cadeia da polimerase. Para avaliagio da origem parental do cromossomo X, além do sangue colhido das pacientes
serdo também colhidas amostras dos respectivos pais, para exiragdo de DNA marcadores de microssatélite:
DXS987, DXS1001, DXS1047, DXS1214, DXS1060, DXS1226 e DXS8091..

FUNDAMENTOS E RACIONAL: Estudos epidemiolégicos demonstraram uma reduco de até 13 anos na expectativa
de vida das portadoras de ST sendo a principal causa de mortalidade, a doenca cardio vascular. Os individuos
portadores da sindrome apresentam um fenétipo exiremamente variavel e as razbes para essa variabilidade
fenotipica nio estéo totalmente claras. Este estudo visa avaliar os polimorfismos de genes relacionados com alguns
fatores de risco para doenga cardiovascular, em mulheres portadoras de ST e grupo controle.

MATERIAL E METODO: Estio descritos os procedimentos a serem realizados, com participagéo interdisciplinar.

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - S&o Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5538.7162
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Urniversidade Federal de 580 FPaulo Comité de Etics em Pesquisa
Fscola Paulista de Medicina Hospital 580 Pauwlo

TCLE: apresentado adequadamente para as duas populacdes que serdo estudadas.
DETALHAMENTO FINANCEIRO: Sem financiamento externo.

CRONOGRAMA: 24 meses.

OBJETIVO ACADEMICO: Mestrado.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 20/3/2009 e 20/3/2010.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S&o Paulo/Hospital S&o Paulo ANALISOU e APROVOU
o projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alieragio do projeto e termo de consentimento livre e esclarecido. Nestas
circunstancias a inclusdo de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, ap6s
andlise das mudangas propostas.

2 Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para

possivel auditoria dos 6rgdos competentes.

Atenciosamente,

P
f. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sdo Paulo/ Hospital So Paulo CEP 2052/07

Rua Botucatu, 572 - 12 andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel: {011) 5571-1062 - 5539.7162
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9.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de consentimento livre e esclarecido

ANALISE DOS POLIMORFISMOS DOS GENES MTHFR, TAP1, Apo E e ENPP1EM
MULHERES PORTADORAS DA SINDROME DE TURNER E SUA INTERACAO

COMO FATORES DE RISCO PARA DOENCA CARDIOVASCULAR

As seguintes informagdes estdo sendo fornecidas para sua participacao
voluntaria nesse estudo.

Serdo estudadas mulheres portadoras da Sindrome de Turner procurando
identificar fatores genéticos de risco para doencas cardiovasculares. O material
genético obtido sera analisado em sangue periférico.

Para o estudo serdo coletadas amostras de 5 mL de sangue periférico, por
puncdo venosa da veia do antebraco. Sera utilizado material estéril e descartavel. Para
tal procedimento ndo € necessario jejum. Os desconfortos decorrentes da puncao
podem ser dor e vermelhiddo local, porém esse procedimento nao apresenta
complicagdes na clinica diaria.

A qualquer etapa do estudo o individuo ou seu responsavel tera acesso aos
profissionais relacionados com a pesquisa para o esclarecimento de duvidas. Os
principais investigadores sdo Kelly Cristina de Oliveira, MS Bianca Bianco e Profa. Dra.
leda Verreschi, da Disciplina de Endocrinologia - Departamento de Medicina da
UNIFESP/EPM, rua Pedro de Toledo, n® 781, 13% andar, telefone 11 5574- 6502 e
Profa. Dra Mbnica Lipay,da Disciplina de Genética — Departamento de Morfologia da
UNIFESP/EPM, rua Botucatu, n® 740, telefone 11 5576- 4260. Se houver alguma
consideragéo a fazer ou dlvida sobre a ética dessa pesquisa, entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP), rua Botucatu, n? 572, 12 andar, cj 14 — telefone 11
5571- 1062, FAX 11 5539- 7162.

Fui informado também que esse estudo nao prejudica de modo algum o meu
tratamento, e que é garantida a liberdade de retirada de consentimento a qualquer
momento que eu queira deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a
continuidade do meu tratamento na Institui¢ao,

As informagbes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros individuos
participantes, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum individuo. Os resultados
obtidos estarao a disposicao de todos os participantes das pesquisa.

Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também nao ha compensacgéao financeira relacionada a
participagao.

Na eventualidade de ocorrer qualquer dano pessoal causado direta ou
indiretamente pelos procedimentos propostos neste estudo (nexo causal comprovado),
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o participante tera direito a tratamento médico na Instituicido, bem como as
indenizacdes legalmente estabelecidas.

Acredito ter sido suficientemente esclarecido/a a respeito das informacdes que li ou que

foram lidas para mim.

Eu, discuti com

sobre a minha decisao

de participar do estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confiabilidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo €& isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento
hospitalar se necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Data / /

Assinatura do participante/ representante legal

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou seu representante legal para participacdo neste estudo.

Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo
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Termo de consentimento livre e esclarecido

ANALISE DOS POLIMORFISMOS DOS GENES MTHFR, TAP1, Apo E e ENPP1EM
MULHERES PORTADORAS DA SINDROME DE TURNER E SUA INTERACAO

COMO FATORES DE RISCO PARA DOENCA CARDIOVASCULAR

Grupo Controle

As seguintes informagdes estdo sendo fornecidas para sua participacao
voluntaria nesse estudo.

Serdao estudadas mulheres portadoras da Sindrome de Turner, procurando
identificar fatores genéticos de risco para doencas cardiovasculares. Para tanto é
necessaria a comparagao com um grupo de pessoas saudaveis (grupo controle) sem
histéria prévia de doenca cardiovascular. O material genético obtido sera analisado em
sangue periférico.

Para o estudo serdo coletadas amostras de 5 mL de sangue periférico, por
puncado venosa da veia do antebraco. Sera utilizado material estéril e descartavel. Para
tal procedimento ndo € necessario jejum. Os desconfortos decorrentes da puncao
podem ser dor e vermelhiddo local, porém esse procedimento nao apresenta
complicagdes na clinica diaria.

A qualquer etapa do estudo o individuo ou seu responsavel tera acesso aos
profissionais relacionados com a pesquisa para o esclarecimento de duvidas. Os
principais investigadores sao Kelly Cristina de Oliveira, MS Bianca Bianco e Profa.
Dra. leda Verreschi, da Disciplina de Endocrinologia - Departamento de Medicina da
UNIFESP/EPM, rua Pedro de Toledo, n® 781, 13% andar, telefone 11 5574- 6502 e
Profa. Dra Ménica Lipay,da Disciplina de Genética — Departamento de Morfologia da
UNIFESP/EPM, rua Botucatu, n® 740, telefone 11 5576- 4260. Se houver alguma
consideragéo a fazer ou dlvida sobre a ética dessa pesquisa, entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP), rua Botucatu, n® 572, 12 andar, cj 14 — telefone 11
5571- 1062, FAX 11 5539- 7162.

Fui informado também € garantida a liberdade de retirada de consentimento a
qualquer momento que eu queira deixar de participar do estudo.

As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros individuos
participantes, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum individuo. Os resultados
obtidos estarao a disposicao de todos os participantes das pesquisa.

Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também nao ha compensacgéao financeira relacionada a
participagao.

Na eventualidade de ocorrer qualquer dano pessoal causado direta ou
indiretamente pelos procedimentos propostos neste estudo (nexo causal comprovado),
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o participante tera direito a tratamento médico na Instituicido, bem como as
indenizacdes legalmente estabelecidas.

Acredito ter sido suficientemente esclarecido/a a respeito das informacdes que li ou que

foram lidas para mim.

Eu, discuti com

sobre a minha decisao

de participar do estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confiabilidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento
hospitalar se necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Data / /

Assinatura do participante/ representante legal

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou seu representante legal para participacdo neste estudo.

Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo
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INTRODUGAO: Estudos epidemiologicos demonstraram
uma redugac de alé 13 anos na expectativa de vida de
portadora de Sindrome de Turmer {(ST), em relagao as
mulheres normais, sendo a principal causa de mortalidade a
doenca cardiovascular (DCV). Fatores de risco para DCV,
como hiperensdo arterial sistémica e alterages no
metabolismo gliCidiCO, tem sido detectados com  maior
frequéncia em portadoras desta sindrome, Acredita-se que o
palimorfismo AG37G do gene TAPT (transporter 1, ATP-binding
cassefte). tem importante papel na disfuncan endotelial
aumentandn a susceptibiidade a doenga hipertensiva, Este
polimorfismo causa uma mudanca do aminodcido Acido
Aspartico (GAC) para Glicina (GGC). o que pode ser
importante nas alteracbes funcionais desse geme. Um dos
candidatos a causa da resisténcia insulinica & o gene ENPP?
{ectoenzyme nucleotide pyrophosphate phosphodiesierase T).
inibider da ativacao do receptor de insuling, que apresenta um
polimerfismo no codon A121C, responsavel pela troca de um
aminoacio lisina por um glutamina. Estudos recentes
demonslram associa;éo entre este polimorfismo an nsco de
diabetes e gbesidade. Dessa forma, o objetivo do presente
estude é avaliar a freqiiéncia dos polimorfismos AG37G do
gene TAPT e A121C da gene ENPPT em mulheres portadoras
de 5T em comparagio a um grupo controle livre de doencas,
tais como. hipertensao, diabetes e obesidade

Populagao N Gengtipe TAFT p Alelos B
ARG GO A G
Sndicnecs T 1900401 G082 60 QIE 921300 1460 Qe
Turer
Senbeies MoOEDe dGIE0% 2200 G2180.5) il
Fopulacio N Genotipo ENPPT p Alelos B
M) AC(R) GO} A B
Sodomede 131 TS BLY 1203 QO3S UBETd wine Ccamd
Tumsr
Contales 1 OJGMTO; 3L BAG 4687 5215130

MATERIAIS E METODOS: As pacients estudas sdo
provenientes  do  Ambulatéric  de  Gonadas e
Desenvolvimento da UNIFESF/EPM e do Ambulatério de
Genetica Medica da Unidade de Biologia Molecular do
Hospital Geral da Universidade de Cuiaba. & o grupo
controle & composto por individuos saudaveis sem historia
familiar de DCV. da comunidade. Para aualiagéo do
polimorfismo A121C no gene ENPPT foram estudas até o
momenlo, 131 pacientes e 83 individuos controles. Com
relacao ao polimorfismo AB37G foram estudadas 136
pacientes & 76 controls. Os polimarfismos em questdo
foram identificados por PCR-RFLP. Os resultados foram
analisados pelo teste X* & o nivel de significancia
cansiderado foi p<0.05.

Filg TARL

Whacktntes  wConmoies

ENPPL

WPgitbE W Gomtpie

CONCLUSAQ: Na amostra avaliada os polimorfismos A121C do gene ENPPT e AB37G no gene TAP7. aparentemente.
ndo contribuem como fatores de risco para o desenvelvimento da doenga cardiovascular na Sindrome de Turner, uma vez que
as frequéncias dos diferentes gendtipos néo difere significativamente entre os grupos estudados.

APQIQ FAPESP (Processo No.2008/03597-0)
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anan 113!
Coenzima Q10
Objetivo

Estudos precedentes indicam que a delerminagas de
coenzima (M0 (CoQ10) e de extrema importdncia para o
diagnostico de doengas. tais como: ataxia cerebelar familial.
miopatia pura e encefalomiopatial. A CoQ10 atua na
transferéncia de eletrons na cadeia respirataria oxidativa das
mitocondrias. tendo como principal funcde a produgao de
adenosina trifosfato {ATP) 2. Visando rapidez e confiabilidade
na determinagao de CoQ 10 propdem-se melodologia analitica
empregando cromategrafia liguide em fase reversa (RP-
HFLG).

Casuistica e Métodos

Amostras analisadas

Utilizou-se plasma proveniente de controle higidos. coletado
em tubo com EDTA por pungao venosa peritérica. centrifugado
e armazenado a -200C. Foi analisado lambém amostra de
paciente. sexe feminino. admitida em nosso servigo em 1998
por puberdade precoce. suspeita de apresentar deficiéncia de
CoQ10. A paciente apresenta retardo mental, estrabismo.
deformidades esquelélicas e clitorimegalia. Os  exames
neurclégicos sugerem degeneracio espinocerebelar. Tais
achados como ataxia cerebelar. hipogadismo e deficiéncia da
CoQ10 sdo compativeis com a Sindrorne de Gordon Holmes3.
RP-HPLC

Utilizou-se um cromatografo a liquido (Hewlett Packard®),
coluna Mucleosil 1008 C18 {125x4mm, S5pum). mantida a 35 C.
e fase mowvel metanol-hexano (8515 viv)a 1.0 mL/imin. A
deteccdo deu-se em 276 nm.

Preparacdo das amostras

Adicionou-se 2.0 mL de metanol a 1.0 ml de plasma, que
foram exlraidos com 1,0 mL de hexano. Apos centrifugacao a
2.196 g/10 min/4 C. os extratos foram evaporados sob N, Os
residuos foram ressuspendidos com 250 ul de fase movel e
destes. 40 pL foram analisados por RP-HPLC.

o

Figura 1. Siomatogramas caraiensioes da analise Ot ConT0 empredando-se RE-HPLE.

A amasira descomhecida B adicienado de 1000ng:mL. ©: Confrole negativo
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Validac&o analitica

A validagao analitica foi realizada conforme rege ANVISA RE
B934, Alinearidade foi verificada na faixa de concentragao
de 100 a 1000 ng/mL e a precisdo foi demonstrada através do
coeficiente de variagdo medio (CV%). A exatidao do metodo foi
verificada por  analise de amostras de  concentracao
conhecida.

Comcentragis [ngimi)

Figura 2 Representagian gratica da linearidade do métods por RP-HPLC

Resultados ¢ conclusées

O presente metodo mostrou-se  rapidoe e eficient2 na
delerminagao  da CoQ10 plasmatica. 0s resultados
demonstram  cromatogramas  livres  de  interferentes,

demonstrando a especificidade do método PrOposts {Figura 1)
Obteve-se linearidade na faixa de 100 a 1000 ng/mL
[R2=0.998) (Figura Z). O limite de deleccao e de quanlificacao
foram respectivamente 50 e 100 ng/mL. O CV% intraensaio
medio foi inferior a 5% e o CV% interensaio médio foi menor
que 10% {Tabela 1). Arecuperagdo de extragio foi de 84%. A
exatiddo na faixa de concentragio estudada foi de 865 a
103,7%. A amoslra mostrou-se eslavel durante trés ciclos de
congelamento & descongelamento. O metodo foi aplicado em
amaestras de individuos higides mostrando-se compativel com
os valores de referéncia (400 — 2300 ngf/mL )5, cujo os valores
oscilaram entre 412 e 535 ng/mL. O resuitado abaixo do valor
de referéncia {300ng/mL} encontrado para a paciente avaliada
sugere deficiéncia Col10. O método moestrou-se seguro
dentro das exigéncias para um ensajo clinico. assim como.
aplicavel para avaliagao da deficiéncia da CoQ10.

Tabela 1. Resullados da validagao analitica obtidos nos estudos de precmsao & exatidic.
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2 Kumiar, A et al . Rele of coenzyme C100Ca010)in cardiac disease. hypertensinn and Menigre-like syndrome  Pharmacaology & Therapeutics (2009
2 Holmes GA. A form familial degemeration of the cerebellar. Brain, 1907300466455
2Rk et arvi sa gow bedle gisi esol 2002 e B89 0dre bt Consultade em 10022008
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INTURNER SYNDROME PATIENTS

Kelly Cristina de Oliveira®, Bianca Bianco, PAD-, Alesis D Guedes, MILPhDY, Bianca Borsato Galera, PADY,
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BACKOROUND: Epclerruotogeal studies had revesled & decease on Ive
gepectance of ontil 13 wears of Tumer syndrone (T3) patients related o noenal
women. Tie main death cause 15 cardmastuar dseases (CVD), whieh & 3
cammon, multifactanial disorder ikely o be inflygnced by mulfiple genes of modest
it Fiskfactors10 CYD as systenic anenal fiypeensio and ghtdic metatoham
ahnomnalifies have & higher frequency on TS cariers, The A121C variant of the
eetonucleohde prrophosphatasel phosphodiederase 1 (EMFPT) gene 15 ass0ated
with obesity, insulin resistance, hipe 7 diabefes and cardiovascular moridity in
wanous elhnic populaans,

Bhnomnal Tolatemomocisteing metabolism dug fo pokmotghisms in genes inyoived
n this pattneay including the teo most commanty occurim vanants, C&7T and
B1798C, inthe MTHFR nene, has been implicated asan efiologic factor in CYD. [ a
firevinus sy, dur group had obserced thal the ATHFR gene palymamhism
C1208C, fieat reduces the enzyme effiiency, was nare freguant i TS patients,
sugnestng s vateernent n chromosornal mmbalances (Olwera el al, Arg Brad
Endocrinaltietabal, 2009 53115, Gonddefin the association hetwesn these yene
golymomtuams with CVD therefore, we typothesazed fat fhey might also be
ass0cigtedwith e secondfonson TS patients.

IN VITRO STUDIES: & hundred ang feenty-fve TS patents and 294 unrelated
trealthy comtrale, with no familiar histaty of CVD were evaluated for ENFR A121C
gene polmorphism and also for CRTTT and A1298C, in the AFTHFR gene
Genofpe swere assessed iy PCR-RFLE and gPCR,

T b e U Tedal e WTHEN s
Ry MIHER MIFER L
! - H P A
| I |
TS pairir anmEs -
i e i 1 :

T D P

RESULTS: The frequencies of AA, AG and CC genolpes of he ENFR
pokmpiphism in TS patents were 43%, 47% and 10% (p=05655), and 44%, 43%
and 13% in contedl goup. Regarding the MTHFR CETTT  polymorphizm, the
frequentes of genatypes CC, CT and TT in T3 patients were 50%, 42% and §%
(p=0008%) and A%, 30% and 14% m contral groug Congiderng e MTHFA
AT298C, the frequencies of genotypes A4, BC and O in TS palients were 44%,
8% and 18% (p==0001) and 65%, 30% and 4% wrconkol goup.

Figute 1 PCR AmpIfcsion produet from ENPRY
gene, AIC polymorphism, analed by RFLP,
afer Mugll digestion 8 - lenght fragment Dhe

o marker {40 b, lanes |4, 5 and § AC genomype
samples. lane 2 CO genctype sample and lanes

and 7 Adgenclype.
. ENPPI P MIHER6TT MTHFR128
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COMCLUSION: Mo signficant associations were obsrved for the ENPPY
palyrmambians an T3 pabents which could reflect & specfic msk of acturencs,
Houwever, both the MTHFR gene polymarphism at postion 1295 and G77, was mom
frequestin the group of T8 patients. The fwdings of he present study support e
Iypoihesiz that he péymaiphians in MTHFR gene e asmciated with the genetic
suscegtininy TarCy¥ D patentswith TS,
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ABSTRACT

Background: Epidemiological studies showed a reduction of up to 13 years in life expectancy of
Turner Syndrome (TS) patients compared to normal women, being the main cause of
cardiovascular disease (CVD) mortality. Hypertension (SAH) diabetes mellitus (DM) and
dislipidemy are important risk factors for CVD that are highly prevalent in this syndrome. TAP1,
ENPPI and APOE genes are associated with cardiovascular risk for being involved in the
pathogenesis of hypertension, DM and hypercholesterolemia, respectively. The aim of this study
was to analyze the frequency of polymorphism of these genes in TS patients. Methods: Seventy
eight TS patients and 372 healthy individuals with no personal and familial history of CVD were
assessed for polymorphisms of genes TAPI and ENPPI by Restriction fragment length
polymorphism (RFLP). Isoforms of APOE gene were genotyped by qPCR. Results: Analysis of
AA, GG and AG genotypes frequencies of A637G TAPI polymorphism in TS patients were,
respectively, 7.7%, 52.6% and 39.7%, while the control group presented 11.0%, 55.0% and
34.0% (p=0.4584). The frequency of genotypes for ENPPI A121C polymorphism in the ST
patients were: AA 42,3,0%, AC 48.7% and CC 9.0% and 45.0%, 42.0% and 12.0% in controls
(p=0.5169). The frequency of genotypes of APOE gene in TS patients and controls were,
respectively: E3E3 68.3% and 61.5%, E2E3 6.3% and 12,4%, E3E4 24.1% and 22,6%, E2E2 0%
and 1.0%, E4E4 0% and 1.3% and E2E4 1.3% and 1.1%, (p=0,864). Conclusion: There were no
correlations between the frequencies of TAPI, ENPPI and APOE polymorphisms and CVD risk
in women with TS.

Keywords: Turner syndrome, TAP1, ENPPI, APOE and cardiovascular disease.
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1. Introduction

Turner Syndrome (TS) is characterized by complete or partial monosomy of the sex
chromosome in some or all cells, affecting approximately 1/2.500 births [1]). Epidemiological
studies show a reduction of up to 13 years in life expectancy of TS patients compared to normal
women. The main cause of mortality is cardiovascular disease (CVD) [2]. Malformations in the
cardiovascular system of these patients are frequent and well described, 17-56% versus 2% of
the general population [3], as well as metabolic abnormalities involved in the pathogenesis of
CVD, such as hypertension (SHA), diabetes mellitus (DM), dyslipidemia and obesity [4].

When comparing the incidence of some diseases among TS women to the general
population, Baena et al [4] observed a significantly elevated relative risk for DM1 (RR11, 6),
DM?2 (RR 4.4) and ischemic heart disease atherosclerosis (RR 2.1), besides hypertension (RR
2.9) and stroke (RR 2.7), among other pathologies.

The introduction of polymorphisms studies associated with risk factors for common
diseases in adulthood can provide information that may be useful in diagnosis, prevention and
understanding of these disorders. TAPI, APOE and ENPPI genes have been associated with
hypertension, dyslipidemy and diabetes in different populations, such as hereditary determinants
of increased risk for these diseases.

Thus, the objectives of the study were to establish the frequencies of TAPI, ENPPI and
APOE polymorphisms in Turner syndrome patients and to correlate them to risk factors for CVD

present in these patients.

2. Materials and Methods
2.1 Patients
Seventy eight TS patients from Endocrinology Outpatient Clinic of Federal University of

Sado Paulo were studied in a prospective and unbiased approach based on diagnostic criteria that
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included clinical, hormonal, and cytogenetic analysis. The control group was composed of 372
healthy subjects without personal and family history of CVD from the community.

Clinical data and peripheral blood samples were collected only after disclosure of the
objectives of the study and signed informed consent from the participants, as approved by the
local ethics committee.

We had collected general information of the patients such as age, weight, exams data and
refereed use of antihypertensive medications, hypoglycemic agents or insulin and antilipemic
drugs and time of GHr using.

2.2 Methods
2.2.1 Karyotype

Karyotypes were determined by standard analysis of peripheral blood lymphocytes, and
the number of metaphases analyzed by G banding followed Hook [5] criteria for detecting 8%
mosaicism in 40 metaphases, with a confidence interval of 95%. TS patient’s karyotypes were
distributed as shown in Table 1.

2.2.2 DNA extraction

Peripheral blood was collected for genomic DNA extraction according to the protocol
developed by Lahiri and Numberger [6], with modifications.
2.2.3 Genotyping

Genotyping for TAPI A637G (rs135216) and ENPPI Al121C (rs1044498)
polymorphisms was carried out using the technique of analysis of restriction fragment
polymorphism (RFLP), according to Shen et al [7] and Pizzuti et al [8] protocols (Fig. 1 and
Fig. 2). Detection of the APOE isoforms (rs7412/rs429358) was made by TagMan real-time
PCR, using the Rotor-Gene Q 6 plex Platform (QIAGEN, Valencia, CA, USA). Commercially
available Tagman primers and probes for APOE isoform (Applied Biosystems®) were used
(C_308479_30/C_904973_10). Assays were performed with Tagman Universal Master Mix

(Applied Biosystems), with 50ng of DNA per reaction. PCR conditions were as recommended
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by the manufacturer: initial denaturation at 95°C (15 min), followed by 40 denaturation cycles at
95°C (15 sec), and a final annealing/extension cycle at 60°C (1 min).
2.3 Statistical analysis

The chi-square test was used to compare allele and genotype frequencies between groups
and to estimate the Hardy-Weinberg equilibrium. Statistical tests of significance and y2 analysis
were carried out using SPSS for Windows 11.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL). All p-values were
two-tailed, and 95% confidence intervals (Cls) were calculated. A p-value < 0.05 was considered

statistically significant.

3. Results

The mean, standard deviation and median of clinical and laboratory datas obtained from TS
patients studied are in Table 2. Six patients (7.5%) were in use of antihypertensive drugs and/or
diuretics, three (3.8%) of insulin and /or hypoglycemic inductors and two (2.5%) were in use of
anti-lipidic drugs.

The results of genotyping for A637G TAPI, A121C ENPPI polymorphisms and isoforms
of the APOE gene are shown in Table 3.

Analysis of AA, GG and AG genotypes frequencies of A637G TAPI polymorphism in

TS patients were, respectively, 7.7%, 52.6% and 39.7%, while the control group presented
11.0%, 55.0% and 34.0%, p=0.4584. Considering the ENPPI Al121C polymorphism, the
frequency of genotypes in the ST patients were: AA 42,3,0%, AC 48.7% and CC 9.0% and
45.0%, 42.0% and 12.0% in controls, p=0.5169. Regarding the frequency of genotypes of APOE
gene in TS patients and controls were, respectively: E3E3 68.3% and 61.5%, E2E3 6.3% and
12,4%, E3E4 24.1% and 22,6%, E2E2 0% and 1.0%, E4E4 0% and 1.3% and E2E4 1.3% and

1.1%, p=0,864.

4. Discussion
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Many risk factors for CVD are known, such as hypertension, DM, obesity, dyslipidemy,
smoking and, more recently, hyperhomocysteinemy. An appropriate approach of these factors
concerning their relation to population distribution and genetic mechanisms may contribute to a
decrease in the incidence and progression of CVD in women with TS.

Considering the diseases described as risk factors for CVD, hypertension is of great
importance, and TS patients have a ranging of prevalence between 20% and 50% [3,9] that could
be associated as a major risk factor for aortic root dilatation, stroke and ischemic myocardial
disease in these patients [1,10]. In this study, we observed a prevalence of hypertension
abnormalities according to that described in the literature (26.9%), considering blood pressure
values and the use of antihypertensive drugs, despite the young age of our patients.

The elucidation of genetic features that are causing hypertension is of great importance
for the treatment and prevention of this disease. However, this is hindered by the polygenic and
multifactorial nature of these mechanisms. In recent years many genes have been identified as
contributors to this pathological process, among them the TAPI (transporter-associated antigen
processing), located at 6p21.3 [11]. The A637G polymorphism of this gene has been associated
with an increase of endothelial dysfunction and consequent increased risk for hypertension [12].
Shen et al [7] studied 277 hypertensive patients and 227 Korean controls and found a frequency
of allele G of 25.6% and 17.6% respectively (p = 0.002), whereas individuals carrying the GG
genotype have 2.9 times more likely to develop hypertension.

In a study conducted in Brazil with individuals of ethnic group Guarani (n=93),
Kaingangs (n=241) and Caucasians (n=93) [13], the G allele frequency observed for ethnic
group Guarani (62%) was substantially different from other published studies, with values
ranging between 12.7% and 24.2% [7,13-15]. The authors justify this disparity as a reflection of
the neutrality of this polymorphism in populations. In the present study, we can verify a
frequency of the polymorphic allele G (66.0%) similar to that observed for ethnic group Guarani

[13]. These findings reflect a possible difference in the distribution of polymorphic G allele in
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the population of the Southeast and Midwest regions of Brazil, the target of current research.
Thus, there was no significant change in allele frequency in TS patients compared to controls
(p=0.4584). Besides the high prevalence of hypertension, changes in carbohydrate metabolism
such as glucose intolerance and T2 DM, have been described with increased frequency in TS
(15-43%) [16]. This study detected a low frequency of diseases associated with glucose
metabolism (1.4%), which can be explained by the fact that patients are young (mean age
25,0+10,5 years), as insulin resistance has often been associated with adultwood in women,
obesity that are submitted to estrogen replacement [17].

Many genes are involved in glucose metabolism. Associated with the occurrence of
diabetes and insulin resistance, the gene FENPPI (Ectonucleotide Pyrophosphatase
Phosphodiesterase 1), located on chromosome 6 (6q22-q23), is a locus previously linked to
obesity and diabetes [18]. The A121C polymorphism in exon 4, promotes the exchange of a
lysine by a glutamic acid and the 121Q variant (risk allele) binds to insulin receptor tyrosine
kinase with greater affinity compared to its wild allele 121K, resulting in lower
autophosphorylation of the receptor [8] and, consequently, increased risk for diabetes and
obesity [19].

There are conflicting data in the literature about the association of this polymorphism
with glucidic disorders in different populations. Some studies demonstrated a positive
association in whites and diabetics in the United States [19] and Finland [20], but the same was
not observed in diabetic Danes [21] and Americans or Poles [22]. In the present study we did not
observed a higher frequency of allele C and/or AC and CC genotypes in women with TS.

Some studies have noted the importance of determining the lipid profile in individuals
with ST [23] since changes in this profile are strongly associated with atherosclerosis and CVD.
The risk of cardiovascular events increases progressively with increasing levels of LDL-C and

inversely related to HDL-C [24]. In our sample we observed subtle changes in lipid levels, but
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not related to obesity, hyperglycemia and hypertension, diseases that could explain those
findings.

Elucidating the genetic mechanisms of dyslypidemy is extremely important for
prevention of CVD. Some studies have observed positive association between APOE gene
polymorphisms and atherosclerosis [25]. This gene is located on chromosome 19 (19q13.2) [26]
and possess three polymorphic alleles (€2, €3 e €4) that encode three isoforms of Apo E: E2, E3
and E4, differing among themselves for the content of cysteine and arginine in positions of
codons 112 and 158 of exon 4 [27] and that differ in receptor binding affinity in LDL-C [25].

ApoE3 and E4 isoforms exhibit high affinity receptor binding of LDL-C, as ApoE4 was
associated with declining longevity, increased plasma levels of LDL-C and TC and increased
prevalence of CVD and Alzheimer's disease. Already APOE2 shows less than 2% of normal
affinity and it is generally associated with low levels of LDL-C and TC, conferring a protective
effect [25]. In the present approach, we were unable to detect significant differences in
prevalence prevalence of the E2 and E4 isoforms in TS patients studied compared to controls.
There is not a panel of informative polymorphic variants that can be applied unreservedly to
different populations or individuals with a certain condition karyotype, such as TS, this is due
both to the exuberance of risk factors and to the large number of genes involved.

In conclusion, there were no correlations between the frequencies of TAPI, ENPPI and
APOE polymorphisms and CVD risk in women with TS. Thus, further studies are needed to

investigate possible gene interactions and to define the risk of CVD in these patients.

ACKNOWLEDGMENTS

The authors wish to thank FAPESP (2008/03597-0).

CONFLICT OF INTEREST: The authors disclosed no conflict of interest.

113



5. References

[1] K. Stochholm, S. Juul, K. Juel, R.W. Naeraa, C.H. Gravholt, Prevalence, incidence,
diagnostic delay, and mortality in Turner, J Clin Endocrinol Metab 91 (2006), 3897-3902.

[2] C.H. Gravholt, S. Juul, R.W. Naeraa, J. Hansen J, Morbidity in Turner syndrome, J Clin
Epidemiol 51 (1998), 147-158.

[3] K. Landin-Wilhelmsen, I. Bryman, L. Wilhelmsen, Cardiac malformations and hypertension,
but not metabolic risk factors, are common in Turner syndrome, J Clin Endocrinol Metab 86
(2001), 4166-4170.

[4] N. Baena, C. Vigan, E. Cariati, et al, Turner syndrome: Evaluation of prenatal diagnosis in 19
European registries, Am J Med Genet 129A (2004), 16-20.

[5] E.B Hook, Exclusion of chromosomal mosaicism: tables of 90%, 95% and 99% confidence
limits and comments on use, Am J Hum Genet 29 (1977), 94-97.

[6] D.K. Labhiri, J.L. Nurnberger , A rapid non-enzimatic method for the preparation of HMW
DNA from blood for RFLP studies, Nucleic Acids Res 19 (1991), 5444.

[7] C. Shen, Z. Guo, M. Wu, X. Hu, G. Yang, R. Yu, H. Shen, Y. Xu, C. Yao, Association study
between hypertension and A/G polymorphism at codon 637 of the transporter associated with
antigen processing 1 gene, Hypertension Res 30 (2007), 683-690.

[8] A. Pizzuti, L. Frittitta, A. Argiolas, R. Baratta, I.D. Goldfine, M. Bozzali, T. Ercolino, G.
Scarlato, L. lacoviello, R. Vigneri, V. Tassi, V. Trischitta, A polymorphism (K121Q) of the
human glycoprotein PC-1 gene coding region is strongly associated with insulin resistance,
Diabetes 48 (1999), 1881-1884.

[9] C.H. Gravholt, K.W. Hansen, M. Erlandsen, E. Ebbehgj, J.S. Christiansen, Nocturnal
hypertension an impaired sympathovagal tone in Turner syndrome, J Hypertens 24 (2006), 353-

360.

114



[10] C.H. Gravholt, Epidemiological, endocrine and metabolic features in Turner syndrome, Arg
Bras Endocrinol Metab 49 (2005), 145-156.

[11] M.Y. Gao, A.H. Wu, C.X. Wen, D.X. She, S.Q. Chen, Investigating the correlation between
polymorphisms with couple sharing rate of TAP gene and hypertensive disorder complicating
pregnancy, Zhonghua Yi Xue Yi Chuan Xue Za Zhi 23 (2006), 165-168.

[12] U. Ritz, 1. Drexler, D. Sutter, R. Abele, C. Huber, B. Seliger, Impaired transporter
associated with antigen processing (TAP) function attributable to a single amino acid alteration
in the peptide TAP subunit TAP1, J Immunol 170 (2003), 941-946.

[13] F.R. Faucz, C.M. Probst, M.L. Petzl-Erler, Polymorphism of LMP2, TAPI, LMP7 and
TAP2 in Brazilian Amerindians and Caucasoids: implications for the evolution of allelic and
haplotypic diversity, Eur J Immunogenet 27 (2000), 5-16.

[14] K.S. Barron, J.D. Reveille, M. Carrington M, et al, Susceptibility to Reiter’s syndrome is
associated with alleles of TAP genes, Arthritis Rhum 38 (1995), 684-689.

[15] H.J. Lee, S.J. Ha, H. Han, J.W. Kim, Distribuition of HLA-A, B alleles and polymorphism
of TAP and LMP genes in Korean patients with atopic dermatitis, Clin Exp Allergy 31 (2001),
1867-1874.

[16] G. Haeusler, H. Frisch, Growth hormone treatment in Turner's syndrome: short and long-
term effects on metabolic parameters, Clin Endocrinol 36 (1992), 247-253.

[17] S. Caprio, S. Boulware, M. Diamond, R.S. Sherwin, T.O. Carpenter, K. Rubin, S. Amiel, M.
Press, W.V. Tamborlane, Insulin resistance: an early metabolic defect of Turner’s syndrome, J
Clin Endocrinol Metab 72 (1991), 832-836.

[18] R. Arya, J. Blangero, K. Williams, L. Almasy, T.D. Dyer, R.J. Leach, P. O'Connell, M.P
Stern, R. Duggirala, Factors of insulin resistance syndrome--related phenotypes are linked to
genetic locations on chromosomes 6 and 7 in nondiabetic mexican-americans, Diabetes 51

(2002), 841-847.

115



[19] N. Abate, M. Chandalia, P, Satija, B, Adams-Huet, S.M. Grundy, S. Sandeep, V. Radha, R.
Deepa, V. Mohan, ENPP1/PC-1 K121Q polymorphism and genetic susceptibility to type 2
diabetes, Diabetes 54 (2005), 1207-1213.

[20] A. Kubaszek, A. Markkanen, J.G. Eriksson, T. Forsen, C. Osmond, D.J.P. Barker, M.
Laaksol, The association of the K121Q polymorphism of the plasma cell glycoprotein-1 gene
with type 2 diabetes and hypertension depends on size at birth, J Clin Endocrinol Metab 89
(2004), 2044-2047.

[21] N. Grarup, S.A. Urhammer, J. Ek, A. Albrechtsen, C. Gliimer, K. Borch-Johnsen, T.
Jorgensen, T. Hansen, O. Pedersen, Studies of the relationship between the ENPPI K121Q
polymorphism and type 2 diabetes, insulin resistance and obesity in 7, 333 Danish white
subjects, Diabetologia 49 (2006), 2097-2104.

[22] H.N. Lyon, J.C. Florez, T. Bersaglieri, R. Saxena, W. Winckler, P. Almgren, U. Lindblad,
T. Tuomi, D. Gaudet, X. Zhu, R. Cooper, K.G. Ardlie, M.J. Daly, D. Altshuler, L. Groop, J.N.
Hirschhorn, Common variants in the ENPPI gene are not reproducibly associated with diabetes
or obesity, Diabetes 55 (2006), 3180-3184.

[23] M. Cooley, V. Bakalov, C.A. Bondy, Lipid profiles in women with 45,X vs 46,XX primary
ovarian failure, JAMA 290 (2003), 2127-2128.

[24] W.P. Castelli, R,J. Garrison, P.W.F. Wilson, R.D. Abbot, S. Kalousdian, W.N. Kannel,
Incidence of coronary heart disease and lipoprotein cholesterol levels: the Framingham Heart
Study, JAMA 256 (1986), 2835-2838.

[25] R.W. Mahley, S.C. Rall Jr, APOlipoprotein E: Far More Than a Lipid Transport Protein.
Annual Rev, Genomics Hum Genet 1 (2000), 507-537.

[26] Y.K. Paik, D.J. Chang, C.A. Reardon, G.E. Davies, R.-W. Mahley, J.M. Taylor, Nucleotide
sequence and structure of the human APOlipoprotein E gene, Proc Natl Acad Sci 82 (1985),

3445-3449.

116



[27] G. Utermann, A. Steinmetz, W. Weber, Genetic control of human apolipoprotein E
polymorphism: comparison of One- and two-dimensional techniques of isoprotein analysis, Hum

Genet 60 (1982), 344-351.

117



Table 1. Turner syndrome patients karyotype distribution.

Karyotype

Number of studied patients

45X
45,X/46,X,i(X)(q10)
46,X,i(X)(q10)
45,X/46,X,+mar
45,X/46,XX
45,X/47 XXX
45,X/46,XX/47 XXX
45,X/45,X,add(15)(p11)
45,X/46,X, idic (X) (p11)
45,X/46,XX, p+
45,X/46,X,r(X)
45,X/46,X,1(?)
45,X/46,X, dup(X)(q25-g21)
46X, idic,X(q25)
46,X,der(X)(p11.2)
45,X/46,XY

45,X/46,XX addX(p22)

53

2

TOTAL

78
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Table 2 — Clinical and laboratorial features of the 78 Turner Syndrome Patients evaluated.

Media + SD Median

Age (years) 25,0+10,5 23,8

SBP (mm/Hg) 113,8+13,9 111,3

DBP (mm/Hg) 74,5+13,7 76,3

Total Colesterol (mg/dL) 169,4+30,3 169,5
HDL-C (mg/dL) 53,8+15,0 52,0

LDL-C (mg/dL) 97,4+22,3 94,0
Triglycerides (mg/dL) 81,7+39,6 72,0
Fasting blood glucose(mg/dL) 83,5+9,5 84,5

SBP e DBP: Systolic Blood Pressure and Diastolic Blood Pressure, respectively; HDL-C: high
density lipoprotein; LDL-C: low density lipoprotein.
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Table 3. Distribution of genotypes and allelic frequencies of polymorphisms A637G of TAP1
gene, A121C of ENPP1 gene and isoforms of APOE gene in patients with ST and in a control

group.
Turner Controls p OR (95%IC)
syndrome (n =372)
patients
(n =78)
TAP1
Genotypes 0.4584
AA (%) 6 (7,7) 42 (11,0)
AG (%) 41 (52,6) 205 (55,0)
GG (%) 31 (39,7) 125 (34,0) 1,23 (0,86 — 1,77)
Alleles 0.2943
A (%) 53 (34,0) 289 (39,0)
G (%) 103 (66,0) 455 (61,0)
ENPP1
Genotypes 0.5169
AA (%) 33 (42,3) 168 (45,0)
AC (%) 38 (48,7) 158 (42,0)
CC (%) 7 (9,0 46 (12,0) 0,99 (0,69 —1,42)
Alleles 1.0
A (%) 104 (66,7) 494 (66,0)
C (%) 52 (33,3) 250 (34,0)
APOE
Genotypes
E3E3 (%) 54 (68,3) 229 (61,5) 0,864
E2E3 (%) 5 (6,3) 46 (12,4)
E3E4 (%) 19 (24,1) 84 (22,6)
E2E2 (%) 0 4(1,1)
E4E4 (%) 0 5(1,3)
E2E4 (%) 1(1,3) 4(1,1)
Alleles 0,062 0,74 (0,47 —1,47)
E3 (%) 132 (83,5) 588 (79,0)
E2 (%) 6 (3,8) 58 (7,8)
E4 (%) 20 (12,7) 98 (13,2)

Significant values p<0,05
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Caption of Fig. 1
M — lenght fragment marker 50 bp,; Lane 1 AA genotype; lanes 2, 3 and 4, GG genotype and lane 5 AG

genotype.
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Caption of Fig. 2
M — lenght fragment marker 50 bp,; Lanes 1, 4, 5 e 6 AC genotype; lane 2 CC genotype and lanes 3 and

7, AA genotype.
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Fig. 1. PCR ampilification product corresponding to A637G polymorphism of TAP1 gene, after digestion

with Xmil for RFLP analysis.

183 pb
132 pb

151 pb
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Fig. 2. PCR amplification product corresponding to A121C polymorphism of ENPP1 gene, after digestion

with Avall for RFLP analysis.

208 ph
175 ph
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ABSTRACT

Background: Dysfunctions in the folate metabolism can result in DMNA hypom-
ethylation and abnormal chromosome sagragation. Two common polymor-
phisms of this enzyme (CE77T and A1298C) reduce its activity, but when
associated with aneuploidy studies the results are conflicting. The objactive
of the present study is to analyze the MTHFR gene polymorphisms in womean
with Turner Syndrome and in a control group, correlating the findings to the
chromosomal aneuploidy. Methods: The study comprised 140 patients with
Turner Syndrome, of which 36 with chromosome mosaicism and 104 non-
maosaics, and a control group of 209 fartile and healthy women without a his-
tory of any offspring with ansuploidy. Polymorphisms CE77T and A1298C
ware studied by RFLP-PCR and the results were statistically analyzed. Results:
The frequency of genotypes MTHFR 677CC, 677CT and 677TT in the patients
with Turner Syndrome and chromosome mosaicism was, respectively, 58.3%,
38.9% and 2.8%. Among the patients with non-mosaic Turnar Syndromea,
47.1% presanted genotype 677CC, 452% genotype 677CT, and 7.7% genotype
67JTT. Among the 209 individuals of the control group, genotypes 677CC,
677CT and 677TT were found at the following frequencies: 48.3%, 42.1% and
9.6%, respectively. As for polymaorphism A1298C, the patients with Turner Syn-
drome and chromosome mosaicism presented genotypes 1258AA 1258AC
and 1298CC at the following frequancies: 58.3%, 27.8% and 13.9%, respectively.
Among the non-mosaic Turner Syndrome patients, gonotypa 1208AA was
found in 36.5%, genotype 1258AC in 20.4%, and genotype 1298CC in 22.1%. In
the control group, genotypes 128844 1298AC and 1298CC were present at the
following frequencies: 52.6%, 40.7% and 6.7%, respectivaly. Conclusion: Mo
correlation was observed betwean the MTHFR gene polymorphism 677 and
chromosomal anauploidy in the Turner Syndrome patients. Howevear, the MTH-
FRgena polymorphism at position 1292, mainly genotype 1298CC that reduces
the enzyme eofficiency, was more frequent in the group of Turner Syndrome
patients, suggesting its involvemeant in mechanisms ralated to chromosomal
imbalances. (Arq Bras Endocrinol Metab 2008; 52/8:1374-1281)

Keywords: Turner syndrome; MTHFR gene: Polymorphism: Aneuploidy:
Chromosomal imbalance

RESUMO

A Prevaléncia do Polimorfismo A1298C e ndo do C677T do Gene MTHFR esta
Relacionada 4 Ocorréncia de Ancuploidias Cromossomicas em Mulheras
Brasileiras Portadoras da Sindrome de Turner.

Introdugdo: Disfungdes no metabolismo dos folatos podem resultar em
hipometilacao do DNA e na segregacac cromossdmica anormal. Dois paoli-
morfismos comuns no gena MTHFR (CE7TT a A1298C) reduzem a atividade
da anzima e, quando associados a estudos de ansuploidias apresontam re-
sultados conflitantes. O objetivo do presenta estudo foi a anidlise dos paoli-
maorfismos do gene MTHFR em mulheres portadoras da sindrome de Turner

Arq Bras Endocrino! Metab 2008,52/8
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SRY Gene Increases the Risk of Developing Gonadoblastoma
and/or Nontumoral Gonadal Lesions in Turner Syndrome

Bianca Bianco, msc, Mdnica Lipay, rup, Alexis Guedes, m.p, M s, Kelly Oliveira, Bsc,

and leda T. N. Verreschi, mD. rhD.

Summary: The presence of Y-chromosome material in patients with dysgenetic gonads
increases the risk of gonadal tumors and,/or nontumoral androgen-producing lesions.
The patients” prognosis can vary, depending on their karyotype. The objective of this
study was to investigate the presence of Y-chromosome mosaicism in Turner syndrome
patients and its association with the development of gonadal tumors and /or nontumoral
androgen-producing lesions. Eighty-seven Turner syndrome patients were studied.
Genomic DNA was extracted from peripheral blood and genes SRY and TSPY and
DYZ3 repeat of the Y chromosome were amplified by polymerase chain reaction. To the
Y-positive patients, prophylactic gonadectomy was offered. The data disclosed hidden
Y-chromosome mosaicism in 16 (18.5%) of the patients. SRY sequence was detected in
all of the 16 patients, and 4 (4.6%) of them presented D YZ3 repeat region and TSPY
gene. Eleven of the patients with Y-positive sequences agreed to undergo the
prophylactic surgery. In 2 cases, bilateral gonadoblastoma was found and, in another
case, the histopathologic study of the gonads revealed hilus cell hyperplasia. In a further
case, there were hilus cell hyperplasia and a stromal luteoma. [n conclusion, a systematic
search for hidden Y-chromosome mosaicism, especially SRY, in Turner syndrome
patients is justified by the possibility of preventing gonadal lesions. Key Words: Turner

syndrome—Y-chromosome  mosaiasm—Gonadoblastoma—Nontumoral — gonadal

lesions—SRY gene.

The presence of Y-chromosome material in pa-
tients with dysgenetic gonads increases the nsk of
gonadal tumors, especially gonadoblastoma (1). The
patients’ prognosis can vary, depending on their
karyotype. A major concern regards the high risk of
these patients of developing gonadoblastoma or other
tumors and wirihzation in puberty, if Y-specific
chromosome sequences are present (2).
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Previous studies have found frequencies of hidden
Y-chromosome material ranging between 0% and
60%. Several factors may have contributed to this
difference, such as patient selection critenia, number
of metaphases analyzed in the cytogenetic study,
sample size, methodology, and the Y-chromosome
sequence markers used (2-10). The most frequently
used Y sequences are SRY (sex-determining region
on the Y chromosome) (3-10) and D YZ3(3,4.7.9.10).
Which Y-chromosome markers are relevant in this
kind of study is still a controversial issue.

In general, the SRY gene sequences are used as
reference, in view of their localization and their
important role in the signaling cascade of sex-
determining events (11). This gene is the most
investigated one, and its detection 1s almost unani-
mously considered of major importance in studies on
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0CT4 gonadal gene expression related to
the presence of Y-chromosome
sequences in Turner syndrome

Ty shoow thatin the dysgenetic gonads of 104 Turner syndnome patents oo sigmi fieant di fene nee was found pegard-
ing the expression of he genes DAXYT, FING2, GATAS, OCTH, SF1, SRE TSPY, WT1, and STRAS compared with
conitrnks, exoeplt for genes OCTH, SEE and TSPY in both gonads of a patient whase chromosomal constiiutlon was
A5 30045 X add{ 1 5)(p11). The expresson analyas of genes (CTY, ARY, and TEPY in the dysgenetic gomnads of
Turmer syndrane patients may allow mirodoeing modificatons in the microzmimomment that could oontrdbuted
iy & iva Bt wransf ormation process, (Perti] Ster 1% 2000; 1 - W, 22000 by American Society for Beproduc-

live Medcine. )

Key Words: Tumer syndrome, ponadal dysgenesis, OCTS gene, SRY gene, THPY pene, Y-chiomosoame

The presence of Y-chromosome maenal n patients with dysge-
netic ponads increates the riak of penadal umors, especially pona-
dablastoma (1-3). In 1987, Page (4) hypothesdzed that e iz
a feeuy, ermed GEY (gonadoblastoma on the Y chromosome ),
which predispodes the dysgenetic gonads io developing aich in
sl twmors, Studies have boen sugpested that e pesis-apec fe
prokein Y encoded (TEPY) repeated gene i3 the putative region
for this onosgenic faeus (460, and could poemtially be involved
in other human cancers, including bexin wmors, hepatoe el lolar
carcinoma, and melanoma (&), Hildenbrand et al {7) siudied a pa-
tient with TS and a 45.X/40, X +mar karvorype who developed
umlateral gonadoblastoma Cytogenetic and molecular sndies
confirmed that the marler was derived from a Y elromosome.
The anthors invedigied the ponadal makerial by immanohdsio-
chemistry for the expresim of e TEPY gene, and the realis
meviealed a high level of TSPY prodein e e ssion
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Hiowever, ane of the ' sequences most frequenty wsed in Torner
syndroane (TS) patents senzening i3 the SEY gene, became of ik
kcalization and dls imporant moke in e sdgnaling caseade of sex
delenmining evenis ().

Funthermore, the (O (POUSF) gene, located & 6p2131, &
eupresmad in pluripotent stem oells and germ celk of mice and
Immanz (R). An exemive immonohigochemical soreening for
POUSE] protein expression was performed in several mypes of
germ cell umors uEng micranmays that wene only detecied n
ponadoblb o, & minoma, dysgemminema, and embryome cans-
noima cell (8, 95

Thus, the aim of the present dudy wasto sereen 104 TS patienis
T Y-chramoome-specific squences (SEFand TAPF) and their
asmociation with SRY, TSPE SFI1, WT1, DAXE, OCTY, GATAL,
FiMa2, and STRAS pene expresadon in gonadal neoplasiie process.

One hundred four TS patients | age ranging from 8 months o 55
years ) from the Endocrnology Outpatient Clinde of Pederal Und-
verdty of Sao Paulo, Bras], werne studied in a prospect ve and un-
biased approach based on dagnostic oriterta that included clinical,
hormonal and cyiogenstic analysis A homone profile oonsddent
with hypergonadampic hypopomdiam or an unexplained dhon
stature in femalkes led i a eytopemete evalustion. The patents
with ovent Y-chromosome matenal wene excluded, i manain
sample homogenaly.

Small gonad fragmenis were collecied from five fende women
frodn the Family Planning Ouipatent Clinde from the Baculdade de
Medicinado ABC. Thes women had noalieration in s x determi-
nation and differendation, and had been submited o bpanoseopy
1o salpingeiripsy &t a penmanent conbacepiim metod.

The study protocel was approved by the local resanch ehics
committee, and all subjecs andfor their parenis gave nformed
corment for the smdy.

The karyorypes of TS pdents wene determined by standand
analysizof perpheral blood lymphocytes, and the number of meta-
phases analyzed by G lhanding followed Hook's critera (100 for
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Da cromatina sexual ao PCR
em tempo real: citogenética e
expressao génica no estudo
da sindrome de Turner

From sex chromatin to real time PCR: cylogenetic and
gene expression in the study of Tumer syndrome

Bianca Bianco', Monica V. N. Lipay', Alexis D. Guedeas’,
Kelly C. Oliveira’, leda T. M. Vierreschi’

m 1930, o pediatra alemio Otto Ullrich relaton o caso de uma menina de 8 anos
de idade que apresentava palato em ogiva, prose palpebral, orelhas de implantagio
baixa, linfedema, baixa eseatura, anséncia de desenvolvimento de mamas, auséncia ou
quantidade minima de pelos pubiancs e axilares, cabito valgo e pescogo alado. No
entanto, a primeira visdo equivalente i sindrome foi feita por Morgagni em 1761 (1).
Em 1938, Henry Tumer (2} publicou a descricio de pacientes do sexo femini-
no que Se caracterizavam por apresentar os mesmos sinais descritos por Oteo Ullnch
(1930). Quatro anos depois, Varney e cols. {3) e Albright e Smith (4), independen-
temente, demonstraram em pacientes com sinais clinicos semelhantes acs daqueles
descrivos por Turner que, apés a idade puberal, apresentavam um elevado nivel de
gonadotrofinas urindras, estabelecendo que se tratava de uma anormalidade da fungio
gonadal e nio uma deficiéncia hipotalimica oo hipofisiria. Em 1944, Wilkins e Fleis-
chmann (5) observaram, em andlises histologicas, que as pacientes com os sinais des-
critos por Turner (2, Varney e cols. (3) e Albright e Smith (4} deveriam ter gonadas
em fita e que todos esses aurores estavam estodando a mesma sindrome: a sindrome
de Tamer {5T).

A primeira investigacio cromossimica dessa sindrome foi realizada na Escola Pau-
lista de Medicina, hoje Universidade Federal de Sao Panlo - Unifesp, em 1954 por
Décourt e cols. (6) que demonstraram que os sinais fenotipicos caracreristicos da 8T
eram decorrentes da auséncia da cromatina sexual. Em 1959, Ford e cols. (7) descre-
veram a anormalidade cromossomica que caracternizava a sindrome de Turner: monos-
somia do cromossomo sexual X, o carideipo 45X

Dados de literatura referem que um segundo cromossomo sexual é necessino 3
sobrevivéncia do fero e, desse modo, virenalmente todo nascido vivo 45X apresen-
taria mais de uma linhagem celular compondo sen carideipo, consttindo assim um
mosaico. Essa condigio seria necessina a pelo menos alpuns drgios, durante determi-
nado pericdo da embriogénese. Essa hipdtese se basela em dois poneos principais: a
frequéncia de mosaicismo do cromossomo sexual € muito superior em nascidos vivos
com 5T em relagio i observada em aboreos; estima-se que aproximadamente 99% dos
embrides puramente 45 X morrem no drero. Todavia, a selegdo natural nem sempre
prevalece quando o mosaicismo estd presente, apesar de o resuleado fenoeipico ser
semelhante (3).

A deteccio de mosaicismo € dererminada, principalmente, por quatro farores:
o tipo e o nimero de tecidos analisados, o nimero de células estudadas, a sensibi-

Arq Bras Endocinol Maiob. 2010;54/4

carta ao editor

! Discipling de Endocrinciogla,
Cepartamento de Madicing,

Universidace Fedesal de 580 Pauio

[Linifaspl, 580 Pauio, 5F) Brasl

Comespondéncla para:
leda T M. vemeschi

Aua Pedm de Toledo, 7E1,
13" andar

04038032 — 530 Fauio, SR Brasl

laga vemmaschidunsasp.br

Recablda em BManz2010
ACERD am 17 Man2010

43

[bep grWATAN Bozazatm e mameds

128



| Bras Patol Med Lab # v, 44.#n, §# p. 337-342 # outubro 2008

Emprego da cromatografia liquida de alta eficiéncia na Uk b e 601G
Acelto para publicagio em 20/10/08

determinacao de cortisol sérico em substituicao a técnica v aon
de radioimunoensaio

High-performance liquid chromatography application for serum cortisol quantification as a substitute for
radioimmunoassay

Eduardo Kinlo Sugawara'; Luclane Maria Ribeiro Neto’ Kelly Cristina de Oliveira’; leda Therezinha do Nascimento Verreschi*

TSN resumo

HPLE Introdugéo: A determinagdo de cortisol nos diferentes fluidos organicos tem sido aplicada como auxilio
diagnéstico em distintas condigdes nosologicas em humanos, bem como empregada em estudos
envolvendo pesquisa clinica. No Intervalo de aplicagio clinica, rotinelramente & determinado pela técnica de
radiolmunoensalo (RIE). Na determinacio do cortisol urindrio livre essa técnica vem sendo substituida pelo
Acetonido de triancinolona| emprego da cromatografia liquida de alta eficiénca (HPLC), principalmente no diagndstico da sindrome
de Cushing. Ja para a determinagio do cortisol sérico ndo se tém evidénclas do emprego da cromatografia
liquida em substituicdo a outras té&cnicas analiticas. Objetivos: O deserwolvimento de metodologla analitica
empregando HPLC no modo fase reversa (RP-HPLC) para a determinagéo de cortisol sérico em substituicio
ao RIE visando a redugio da geragdo de residuos radioativos. Materlal e métodos: O cortisol fol quantificado
diretamente empregando-se RP-HPLC em amostras de soro previamente extraidas com éter utilizando-se
acetonidode triancinolona como padrao Intermo (P1). Utilizou-se coluna analitica BDS-Hypesi-C18® (125 x 4 mm,
5 pm), fase mével composta de dgua e acetonitrila (72:28; v/v) a 1 mi/min e detecgio a 243 nm. Resultados:
O cortisol e Pl apresentaram tempo de retencdo de 3,4 7,1 min, respectivamente. O coeficiente de variagio
(CV%) obtido no estudo da preciséo fol menor que 10%, e a exatiddo apresentou um desvio inferior a 4%.
Discussao: O método mostrou-se eficaz e eficlente, com sensibilidade e linearidade na faixa estudada de 2,5
a 60 pg/dl. Conclusdo: © método proposto substitul o RIE no Intervalo de sua aplicagio clinica,

Radioimunoensaio

Cortisol

Esterdides

abstract TN
Background: The quantification of cortisol in different organic fluids has not only been applied to different human | HPLE
nosological conditions as a diagnostic ald but it has also been used in clinical research. In clinical application, cortisol
Is routinely measured by radiolmmunoassay (RIA). In the determination of free urinary cortisol this technigue has
been replaced by the high-performance liquid chromatography mainly in the diagnosis of Cushing syndrome. As Cartisol
to serum cortisol determination, there s no evidence of the application of liquid chromatography as a substitute | Triameinolone acetonide
for other analytical techniques. Objective: The development of an analytical methodology using reversed-phase
high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) fo determine serum cortisol levels as o substitute for RIA in
order to reduce radioactive waste. Material and methods: Cortisol was directly quantified by RP-HPLC In previously
ether-extracted serum samples. Triamcinolone acetonlde was used as internal standard (i5). The chromatographic
separation was developed In @ BDS-Hypersil-C18® column (125 x 4 mm, Sum) using water-acetonitrile (72:28;
v/v) as mobile phase at 1 mi/min and sterold peaks were measured at 243 nm. Results: Cortisol and IS presented
retention time of 3.4 and 7.1 min, respectively. The precision was less than 10% and accuracy was less than 4%.
Discussion: The method was effective and efficient, with good sensitivity and linearity in the concentration range
of 2.5 to 60.0 pg/dl. Conclusion: The present methodology substitutes RIA at clinical application.

Radioimmunoassay

Steroids
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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