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BIOLOGIA MOLECULAR

017 - RELACAO DE POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDEOS UNICOS (SNPS) E ASPECTOS CLINICOS
EM CANCER DE CABECA E PESCOCO

Ruiz MT, Galbiatti ALS, Biselli PM, Pavarino-Bertelli EC, Maniglia JV, Raposo LS, Goloni-Bertollo EM

Unidade de Pesquisa em Geneética e Biologia Molecular (UPGEM), Departamento de Biologia Molecular, Facul-
dade de Medicina de Sdo José do Rio Preto (FAMERP), Sdo José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil. Departamento
de Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabega e Pesco¢o Faculdade de Medicina de SGo José do Rio Preto (FA-
MERP), Séo José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil.

Introducao: Os polimorfismos de nucleotideos Ginicos (SNPs) constituem a variacdo mais comum do genoma
humano e podem estar associados a base molecular do cancer de cabeca e pescoco. Objetivo: Estabelecer a
relacao de SNPs nos genes MTR, VEGF, KiSS-1, NINJI, TAXIBPI e LADI e aspectos clinicos em cancer de cabeca e
pescoco. Material e Método: Foi realizado levantamento dos dados epidemiol6gicos de pacientes com cancer de
cabeca e pescoco. Para a analise molecular, foram analisados DNA genomico de 805 individuos (254 pacientes
com cancer de cabeca e pescogo e 551 controles) e as técnicas de PCR em Tempo Real (gene VEGF), PCR-SSCP
(gene KiSS-1), PCR-RFLP (genes MTR, NINJI e TAXIBPI) e seqiienciamento automatico (gene LADI). Resulta-
dos: Houve o predominio de pacientes do sexo masculino (86%), habitos tabagista (83%) e etilista (77,95%). Fo-
ram encontradas diferencgas estatisticas na distribuicao do polimorfismo MTR A2756G (p = 0,019) entre pacientes
e controles. Foi encontrada uma freqiiéncia aumentada do alelo polimérfico na laringe (p = 0,02) para o gene
KiSS-1; e do polimorfismo de NINJI na cavidade oral (p = 0,03) e reduzida na laringe (p =0,003) e um aumento da
freqiiéncia do polimorfismo para o gene TAXIBPI na cavidade oral (p =0,01). Uma menor freqiiéncia do polimor-
fismo do gene VEGF em tumores com extensao T3 e T4 (p = 0,0345) e uma freqiiéncia menor do polimorfismo do
gene LADI em tumores com estadios Ill e IV (p = 0,01) foram observadas. Conclusoes: O genétipo MTR A2756G
estd associado ao cancer de cabeca e pescoco. Ha evidéncias de associacao entre o polimorfismo do gene KiSS-1
e laringe, entre os polimorfismos dos genes NINJI e TAXIBPI e cavidade oral, e uma menor freqiiéncia dos poli-
morfismos do genes VEGF em tumores com menor extensao e LAD] em tumores agressivos.

Fonte de Financiamento: Fapesp, CNPq e FAMERP/FUNFARME

018 — ANALISE DE MUTACAO NO GENE ACVR1 EM PACIENTES BRASILEIROS COM FIBRODISPLA-
SIA OSSIFICANTE PROGRESSIVA E NOVOS ASPECTOS DA MUTACAO G328E

Carvalho DR, Navarro MMM, Coelho KEFA, Mello WD, Takata RI, Martins CES

Introducao: A fibrodisplasia ossificante progressiva (FOP) é uma afec¢ao caracterizada por ossificagao he-
terotopica, em surtos, com inicio na infancia e de forma progressiva. Apesar de haver um sinal clinico suges-
tivo, o encurtamento com valgismo do héalux, as manifesta¢oes iniciais da FOP podem ser confundidas com
tumores musculoesqueléticos. Uma mutagao de ponto no gene ACVRI foi relacionada como a causa genética
da maioria dos pacientes com FOP de diferentes populacdes do mundo. Objetivos: Determinar a relevancia
da mutacao c.617G>A (p.R206H) no gene ACVRI nos pacientes brasileiros com FOP e estabelecer uma ferra-
menta de diagnoéstico segura para esta doencga. Metodologia: Foram avaliados 17 pacientes (10 masculinos; 7
femininos) com fenétipo de FOP, entre 3 a 42 anos, e 28 pacientes adultos com ossificagao heterotépica apos
lesao medular. Utilizando produtos de PCR a partir de oligonucleotideos que flanqueiam o exon 4 do gene,
a mutacao foi detectada pela mudancga dos sitios de endonucleases que elimina um dos 2 sitios de restricao
para Cac8l e forma um sitio de reconhecimento para Hphl. Sequenciamento dos outros exons foi realizado
quando nao identificado esta mutagao. Resultados: Todos os 16 pacientes com fenétipo classico de FOP con-
firmaram a mutacao. Foi detectado uma mutac¢ao distinta no exon 6 (c.983G>A; p.G328E) em uma paciente
com fenétipo variante de FOP incluindo defeito de redugao grave dos digitos, agenesia de corpo caloso e re-
tardo mental. Nenhum dos pacientes com ossificacao heterotépica neurogénica teve a mutacao. Conclusées:
A mutacao R206H do gene ACVR1 também é a principal causa genética da FOP em pacientes brasileiros. Este
exame molecular pode ser utilizado para um diagnéstico mais precoce e preciso, evitando procedimentos
invasivos que sao contra-indicados. O trabalho aponta a correlacado de que mutacdes especificas no gene
ACRV1 provocam fenétipos distintos.
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019 - INTERALLELIC GAMETIC LINKAGE DISEQUILIBRIUM SPANNING THE COAGULATION FAC-
TOR VIII GENE ON HUMAN CHROMOSOME DISTALMOST XQ28: EVIDENCE OF HAPLOTYPIC BLOCKS

Medina-Acosta E, Machado FB

The most common severe hereditary bleeding disorder phenotype in humans, the coagulation factor VIII
(F8) procoagulant component deficiency (Haemophilia A), maps on Xq28 band, a region that contains 11.7%
of genes and 14.2% of phenotypes localized on human X chromosome. Information about the spectrum of
gametic disequilibrium (GD) covering the F8 gene is scarce. Here, we report on the patterns, by frequency
and strength, of nonrandom multiallelic interallelic associations between two-locus combinations for seven
microsatellite loci (REN90833, F8Int25.2, F8Int22, F8Int13.2, HEMA154311.3, TMLHEInt5, and HEMA154507.3,
in that physical order) spanning 0.813 Mb on distalmost Xq28. We measured signed-based interallelic D" co-
efficients in 106 males and in 100 females drawn from a single unrelated Brazilian population. Estimates of
significance and patterns of GD using two-locus phased diploid and haploid sample probabilities were close
to conformity. Only 4.2% of the variance of D" could be accounted for by changes in length, indicating that GD
is not a monotonically decreasing function of length. We defined two regions of overlapping long-range GD
extending 698,735 bp (REN90833/TMLHEInt5 block) and 689,900 bp (F8Int13.2/HEMA154507.3 block). The
extent of GD overlap is 575,637 bp (F8Int13.2/TMLHEInt5 interstitice). The F8 intronic loci attend distinct non-
random association forces at the disequilibrium overlap; F8Int13.2 serves at maintenance of the long-range
overlapping pattern of GD, whereas F8Int25.2 and F8Int22 serve at lessening it in force or effect.

E-mail do autor: quique@uenf.br

020 - NOVAS MUTACOES NO GENE DO FATOR REGULADOR DE INTERFERON 6 (IRF6) EM FAMILIAS
BRASILEIRAS COM A SINDROME DE VAN DER WOUDE

Paranaiba LMR, Swerts MSO, Barros LM, Martelli Jr H, Coletta RD

Introducao: Sindrome de Van der Woude (SVW) representa uma alteracao craniofacial, de carater autosso-
mico dominante, com alta penetrancia e expressividade varidvel, caracterizada pela associagao de fossetas
em labio inferior e fissuras labio-palatais. Mutagdes no gene do fator regulador de interferon 6 (IRF6) tem
sido identificadas em pacientes com SVW. Objetivo: O objetivo deste estudo foi identificar novas mutagoes
no IRF6 em portadores da SVW em 2 extensas familias brasileiras. Material e Métodos: Foram avaliadas
as regioes codificantes do gene IRF6, além das regides flanqueadoras intronicas através da andlise por se-
quenciamento génico em membros afetados e nao afetados em ambas as familias SVW. Apés a analise do
sequenciamento genético, as mutacoes foram confirmadas pela andlise com enzimas de restricao e suas
especificidades, avaliadas em individuos saudaveis e em pacientes afetados por fissuras labio-palatinas isola-
das, ou seja, nao sindromicas. Resultados: Foram identificadas 2 novas mutacoes: uma mutagao frame shift,
resultante de uma delecdo da base G na posicao 520 da seqiiéncia dos aminoacidos, no exon 6 (520delG);
e uma mutacdo missense, resultante de uma Unica substituicdo de nucleotideo (T>A) gerando a troca do
aminoacido na posicao 1135, no exon 8 (T1135A). Através da andlise com enzima de restricao, demonstrou-
se a auséncia de tais alteragcoes em individuos saudaveis e em pacientes afetados por fissuras labio-palatinas
isoladas. Conclusdes: Os resultados aqui apresentados foram suficientes para confirmar o envolvimento do
gene IRF6 em pacientes afetados pela SVW.

E-mail do autor: liviaparanaib@gmail.com
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021 - POLIMORFISMOS DOS GENES GSTM1, GSTT1, CYP1A1 E CYP2E1 EM PACIENTES COM CAN-
CER DE CABECA E PESCOCO

Galbiatti ALS, Leme CVD, Cury NM, Ruiz MT, Pavarino-Bertelli EC, Maniglia JV, Raposo LS, Goloni-Bertollo EM

Introducao: O tabagismo e o etilismo sdao os principais fatores de risco para o cancer de cabeca e pescoco.
Abordagens recentes tém associado polimorfismos de genes metabolizadores de xenobidticos, tais como os
membros da familia do citocromo P450 (CYP) e das glutatiao-S-transferases (GSTs), com o cancer de cabega
e pescoco. Objetivo: Identificar os gen6tipos nulos dos genes GSTM1 e GSTT1 e os gendtipos de restricao
dos genes CYP1Al, CYP2EI em pacientes com cancer de cabeca e pescoco e em individuos sem histéria de
neoplasia e avaliar a associacao destes polimorfismos com os parametros clinicos do cancer de cabeca e
pescoco. Material e Método: Foram avaliados 200 pacientes com carcinoma espinocelular de cabeca e pes-
coco e 200 individuos sem histéria de neoplasia. A andlise molecular foi realizada pelas técnicas de Reacao
em Cadeia da Polimerase — Polimorfismos de Comprimentos de Fragmento de Restricao (PCR-RFLP) e PCR
multiplex. A anélise estatistica foi realizada pelos testes de qui-quadrado, teste Exato de Fisher e Regressao
Logistica Multipla. Resultados: Nao foram encontradas diferencas entre os grupos para os genes CYPIAL,
CYP2E1 e GSTTI. Para o gene GSTMI, houve diferencas entre os grupos (OR = 1,99; IC (95%) = 1,17-3,40; p =
0,0112) e os resultados da anéalise dos genétipos GSTT1/GSTM1*0 combinados mostraram aumento para o
risco de cancer de cabeca e pescoc¢o (OR = 2,40; IC = 1,31-4,43; p = 0,0049). Quanto aos parametros clinicos,
foram encontradas associacoes da presenga do genétipo GSTT1 nulo na laringe (OR =0,46; IC 95% (0,23-0,94);
p=0,0327) e faringe (OR=2,71; IC 95% (1,42 - 5,16); p=0,0024), os demais polimorfismos nao mostraram asso-
ciagoes. Conclusdes: Em nosso estudo foi possivel estabelecer a influéncia da nulidade do genétipo GSTM1
na carcinogénese em cabeca e pescoco.

E-mail do autor: eny.goloni@famerp.br

022 - RELATO DE UM NOVO PACIENTE APRESENTANDO A MUTACAO N14Y DO GENE DA CONE-
XINA 26 E UM FENOTIPO SEMELHANTE AO DA SINDROME DE HIPOTRICOSE-SURDEZ

Rosa RFM, Zwart-Storm EA, Bau AEK, Zen PRG, Graziadio C, Van Geel M, Van Steensel MAM, Paskulin GA

Introducao: a sindrome de ceratite-ictiose-surdez (KID) é uma displasia ectodérmica grave causada por mu-
tacoes no gene da conexina 26. Sua forma classica se caracteriza por ceratite, perda auditiva profunda e
importante queratodermia. Objetivo: relatar o caso de uma paciente com uma mutagao rara do gene da
conexina 26, a N14Y, cujo fenétipo se assemelha ao da sindrome de hipotricose-surdez. Material e métodos:
realizou-se a descricao dos seus achados clinicos e moleculares, juntamente com uma revisao da literatura.
Resultados: a paciente € uma menina branca de 10 anos de idade com histéria, ja ao nascimento, de fissuras
labiais, eritema perianal e unhas distréficas. Evoluiu com o surgimento de erosoes cutaneas recorrentes e ma-
ceracoes em regioes de dobras. Pequenas papulas hiperceratéticas comecaram a aparecer nas plantas dos
pés e na palma das maos. Estas progrediram para um queratoderma palmoplantar verrucoso concentrado
nas regioes de maior pressao associado a fissuras profundas e envolvimento transgrediens dos tornozelos. Hi-
perceratose periorificial, hipotricose e perda auditiva neurossensorial também estavam presentes. A andlise
molecular identificou a mutagao p.Asnl4Tyr (N14Y) no gene da conexina 26. A avaliacao adicional, através de
imunofluorescéncia e de ensaios para-quedas, mostrou um transporte adequado da proteina mutante para a
membrana plasmatica, com retencao de parte dela no citoplasma. As células contendo a mutacao foram ca-
pazes de transferir o tracador corado pela calceina a uma monocamada de células HeLa Ohio expressando a
conexina 26 do tipo selvagem. Conclusées: a mutagao verificada em nossa paciente foi previamente descrita
apenas por Arita et al. (2006). Contudo, seu fenétipo diferiu tanto desse relato como daquele da sindrome
KID, tendo sido similar ao descrito na sindrome de hipotricose-surdez. Estudos futuros talvez possibilitem o
melhor entendimento da correlagao entre fendtipo e gendtipo nesses pacientes.
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023 — POLIMORFISMOS DE GENES ENVOLVIDOS NO METABOLISMO DO FOLATO MODULAM AS
CONCENTRACOES DE FOLATO, HOMOCISTEINA E ACIDO METILMALONICO EM INDIVIDUOS COM
SINDROME DE DOWN

Biselli JM, Zampieri BL, Haddad R, Fonseca MFR, Eberlin MN, Vannucchi H, Carvalho VM, Goloni-Bertollo
EM, Pavarino-Bertelli EC

Introducao: A presenca do gene Cistationina 3-sintase (C3S) em triplicata em individuos com sindrome de
Down (SD) resulta em um perfil alterado de metabdlitos envolvidos na via metabdlica da homocisteina (Hcy)
/ metionina, incluindo concentragoes reduzidas de Hcy, metionina, S-adenosilhomocisteina e S-adenosilme-
tionina. Além da presenca de trés copias do gene C3S, ha evidéncias de que variantes genéticas envolvidas no
metabolismo do folato podem também alterar as concentragdes de produtos desse metabolismo em individu-
os com SD. Objetivos: O objetivo do presente estudo foi analisar as concentragdes de Hey plasmaética, folato
sérico e acido metilmalénico (MMA) plasmatico em 90 individuos com SD e investigar 12 polimorfismos de
genes do metabolismo do folato (MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTHFR T1317C, MTR A2756G, MTRR A66G,
RFC1 A80G, CBS T833C, CBS 844 ins68, TC2 A67G, TC2 C776G, MTHFD1 G1958A, e BHMT G742A). Material e
Métodos: As genotipagens dos polimorfismos foram realizadas por reagao em cadeia da polimerase (PCR)
seguida por digestao enzimatica, PCR alelo-especifica, discriminacao alélica por PCR em tempo real ou se-
quenciamento direto. As concentracoes de Hcy e MMA plasmaticos foram mensuradas por espectrometria de
massas seqiiencial e as concentracoes de folato por imunoensaio competitivo. Resultados: Os polimorfismos
MTHFR C677T, MTR A2756G, MTRR A66G, TC2 C776G e BHMT G742A modulam as concentracoes de Hcy
plasmaética em individuos com SD, enquanto o polimorfismo TC2 A67G modula as concentracdes de folato e
CR3S T833C e 844ins68 as concentracoes de MMA. Conclusao: Esses dados podem contribuir para o enten-
dimento do papel de polimorfismos em genes relacionados ao metabolismo do folato e suas conseqiiéncias
metabdlicas em individuos com trissomia do 21.

E-mail do autor: erika@famerp.br

024 - PESQUISA DO PADRAO DE METILACAO DOS GENES GRB10, MEST E DA REGIAO 11P15.5
NA SINDROME DE SILVER-RUSSELL

Oliveira JC, Gomes MVM, Rios AFL, Coelho K, Ramos ES

Introducao: A sindrome de Silver-Russell (SSR) caracteriza-se por retardo do crescimento, macrocefalia apa-
rente, face triangular, clinodactilia e/ou encurtamento de 5° dedo de maos, assimetria corporal e manchas
café-com-leite, além de outros achados menos freqiientes. A sua etiologia parece ser heterogénea, com prova-
vel envolvimento do imprinting genémico (mecanismo segundo o qual apenas um dos alelos é expresso, de
acordo com sua origem parental). Os genes MEST, GRBI0 e a regiao 11p15.5 estao sob regulacao do imprinting
gendmico e podem estar envolvidos na etiologia da SSR. Objetivos: Avaliar o perfil de metilagao nas regioes
diferencialmente metiladas dos genes MEST e GRB10 e de duas regides controladoras de imprinting na re-
giao 11pl5, HISDMR e KvDMR. Material e Métodos: Foi extraido DNA de sangue periférico de 16 pacientes
com SSR. Os genes MEST e GRBI10 foram analisados qualitativamente pelo Método de Anéalise Combinada
de Bissulfito e Restricao Enzimatica (COBRA). As HISDMR e KvDMR foram analisadas qualitativamente por
COBRA e PCR especifica para metilacao (MS-PCR), respectivamente, e quantitativamente pelo método de
Digestao Enzimatica Sensivel a Metilagcao Associada a PCR em Tempo Real. Resultados: Foram observadas
hipometilagao parcial da regiao HI9DMR em 18,7% dos pacientes (3/16); hipermetilacao completa do gene
MEST em um paciente (6,25%) e hipermetilacao parcial da KvDMR em um paciente (6,25%). Nao foi encon-
trada alteracao para o gene GRB10, nem o aparecimento de duas ou mais alteragoes simultaneamente. Dis-
cussao/Conclusao: Os resultados para a HI9DMR estao em acordo com a literatura onde esta alteracao é a
mais frequente na SSR. Entretanto, nosso trabalho também sugere o envolvimento do MEST e da KvDMR na
etiologia da SSR. Este estudo demonstra a eficiéncia das metodologias na confirmacao diagnoéstica da SSR,
contribuindo para o aconselhamento genético das familias.

Apoio: FAEPA; FAPESP (2007/02628-6; 2005/00616-5); CNPq (408856/2006-8).
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025 - BASE ~GENETICO-MOLECULAR DA Sil‘{DROME DE MELNICK-NEEDLES: PRIMEIRO CASO DE
CONFIRMACAO EM NATIMORTO DE MUTACAO NO EXON 22 DO GENE FLNA

Pereira L, Santos HH, Garcia PP, Leao LL, Aguiar RAPL, Lana AMA, Aguiar MJB, Carvalho MRS

Introducao: Sindrome de Melnick-Needles (MNS) é uma condigao rara com padrao de herang¢a dominante
ligado ao X, sendo letal no sexo masculino. MNS é causada por muta¢oes no gene FLNA, que codifica a pro-
teina filamina A. Foram descritas trés mutacoes relacionadas com MNS no éxon 22 (D1184E,, A1188T e S1199L).
MutagOes no mesmo gene sao responsaveis pelas Sindromes Otopalatodigital tipo 1 e tipo 2 e Displasia Fron-
tometafiseal. Objetivos: Detectar mutagoes no éxon 22 no gene FLNA em dois natimortos com diagnéstico
post-mortem de MNS e respectivas maes com diagnostico clinico de MNS. Metodologia: DNA foi extraido de
tecido embebido em parafina dos natimortos e de sangue periférico das maes. A analise do DNA das maes foi
realizada através de reacao em cadeia da polimerase e sequenciamento direto. O sequenciamento do DNA
dos natimortos foi realizado ap6s PCR hemi-nested e clonagem em plasmideo TOPO2.1 (Invitrogen).Resul-
tados: Foi identificada, em um dos casos, a mutacao 3845C—T (NM 001456.3) no éxon 22 que substitui um
aminoéacido serina por um leucina na posicao 1199. No outro caso foram identificados dois nucleotideos mu-
tados (3776G—A e 3777G—T - em relacao a sequéncia de referéncia NM 001456.3) que levam a substituicao do
aminodcido glicina por acido aspartico na posicao 1176. Conclusao: Através da analise genético-molecular
foi confirmado o diagnéstico clinico dos individuos. A mutacao 3845C—T, que havia sido descrita na literatu-
ra apenas nas maes de afetados ou em homens mosaicos, foi identificada pela primeira vez em um natimorto
afetado, confirmando seu papel no desenvolvimento do fenétipo. A outra mutacao (G1176D) foi identificada
pela primeira vez neste estudo, estando presente também na mae e natimorto. A substituicao de um aminoa-
cido pequeno e neutro por um grande e 4cido, faz supor ganho de fun¢ao. Numa proxima etapa deste traba-
lho, vamos desenvolver estudos bioinformacionais para melhor caracterizar o efeito desta mutacao.

E-mail do autor: latifepereira@gmail.com

026 — TRIPTOFANO-HIDROXILASE-2 E TRANSTORNO OBSESSIVO-COMPULSIVO
Mello MCPF, Rocha FF, Lage NV, Alvarenga NB, Castro LMS, Romano-Silva MA, Marco LA, Corréa H

Introducao: Hoje temos muitas evidéncias que o TOC nao apenas se agrega em familias, mas também que
seria, pelo menos em parte, geneticamente determinado. A partir dessas evidéncias, estudos tém sido reali-
zados com o objetivo de se determinar qual, ou, mais provavelmente, quais seriam os genes associados ao
TOC. Abordagens muito comuns sao os chamados estudos de associagao. Os estudos que avaliam genes da
via serotonérgica sao muito pesquisados devido a extrema importancia desse neurotransmissor na fisiopato-
logia do TOC. Os neuronios serotonérgicos contém a enzima triptofano hidroxilase que converte triptofano
em 5-hidroxitriptofano. Este € um passo limitante na sintese de serotonina. No entanto, nos neuronios, temos
uma isoforma, a triptofano hidroxilase 2 (TPH2) que é responséavel pela sintese de serotonina em regioes
cerebrais, como cortex frontal, tdlamo, hipocampo, hipotdlamo, amigdala e no tronco encefalico (principal
localizagdo dos neuronios produtores de serotonina). Objetivos: Averiguar se oito tagSNPs da TPH2 estao
relacionados ao TOC. Materiais e Métodos: Utilizamos o sitio do Projeto Hap Map para escolher oito tagS-
NPs que cobririam toda a extensao do gene da TPH2. Apé6s extracao do DNA, os gendétipos foram obtidos por
ensaios TagMan e os produtos das reagoes de PCR foram analisados em equipamento de PCR em tempo real.
A andlise estatistica foi realizada pelo programa SPSS v. 15.0., Haploview e Unphased v. 3.1.3. O nivel de sig-
nificancia foi de 0.05. Resultados: As amostras estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg. Nao observamos
variacoes genotipicas e alélicas entre casos e controles. (P>0.05) Conclusées: O futuro do estudo da etio-
patogénese do TOC envolve, certamente, a definicao de possiveis endofenétipos em que a heterogeneidade
clinica esteja reduzida.
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027 — POLIMORFISMOS NOS GENES GCLC E GST (M1, T1 E P1) EM PACIENTES COM FIBROSE
CISTICA E SUA ASSOCIACAO COM A GRAVIDADE CLINICA

Marson FAL, Bonadia LC, Ribeiro JD, Bertuzzo CS, Ribeiro AF

Introducao: A Fibrose Cistica(FC) é uma doenca genética com manifestacao pulmonar e pancreéatica, causa-
da por mutag¢oes no gene CFTR. Nao hé correlacao do gendétipo CFTR e fendtipo quanto a gravidade da ma-
nifestacao pulmonar, sendo esta influenciada por fatores ambientais e genéticos. Foram selecionados genes
candidatos a modificadores relacionados a glutationa. Objetivo: Verificar associagao entre polimorfismos
dos genes GST(MI, T1 e P1) e GCLC com a gravidade da FC. Casuistica e Método: 137pacientes, 52.6% mas-
culinos, idade média:15 anos. Utilizou-se PCR para GSTM1 e T1(polimorfismo de alelo nulo) e PCR e digestao
enzimatica para GSTP1(polimorfismo313A/G) e GCLC(polimorfismos129C/T e 350A/G). Variaveis: Escores de
Kanga(EK) e Shwachman(ES), IMC, idade ao diagndstico, inicio dos sintomas(pulmonar/digestivo), micror-
ganismos isolados, espirometria e saturacao de oxigénio(Sa02). Analise estatistica: Kruskal-Wallis, Mann-
Whitney, ANOVA, Teste-T, Exato de Fisher, Odds Ratio(OR) e Risco Relativo(RR). Resultado e Discussao:
Genes GSTM1, GCLC(polimorfismo 129C/T) e GSTP1: sem correlacao significativa com marcadores clinicos.
Para GSTT], individuos com pelo menos um alelo codificante foram classificados como baixo peso(p=0.01;
OR:3). Analise do GSTMI e T1, simultaneamente, mostrou que individuos com pelo menos um alelo codifi-
cante tinham baixo peso(p=0.05, OR:1.5). Pacientes com ambos genes com alelos nulos apresentaram pior
classificacao no ES(p=0.03; OR:9) e maiores valores de Sa02(p=0.04; RR:0.30). Quanto a colonizagao bacte-
riana, o alelo nulo para T1 e codificante para M1 foram associados a presenca de P. aeruginosa nao mucéide
e mucéide(p=0.01, OR:3.1; p=0.003, OR:4.8; respectivamente). Para o polimorfismo GCLC350(A/G) do gene
GCLC foi encontrada associacao do genotipoA/A com a SaO2(p=0.0001, RR:5.8), pior classificacao para o
EK(p=0.02), menor valor de FEF25-75%(p=0.01), VEF1/CVF(p=0.02) e VEF1(p=0.01), OR:4.6. Conclusao: Poli-
morfismos genéticos modulam a gravidade da FC.

E-mail do autor: bdmarson@uol.com.br

028 - MUTACAO NO GENE SOS1 EM PACIENTE COM SiNDROME DE NOONAN/LESOES MULTI-
PLAS DE CELULAS GIGANTES

Furquim IM, Brasil AS, Wanderley LT, Pereira AC, Malaquias AC, Jorge AAL, Kim CA, Bertola DR

Intoducao: A sindrome de Noonan/les6es miltiplas de células gigantes (SN/LMCQG) é caracterizada por ma-
nifestacoes fenotipicas da sindrome de Noonan (SN) concomitante com lesoes de células gigantes, mais
comuns em mandibula e maxila. Inicialmente descrita como uma entidade distinta, estudos moleculares
demonstraram mutagoes no gene PTPN11 e SOSI similares as encontradas em pacientes com SN. Assim, SN/
LMCG é considerada parte do espectro da SN. Além disso, as lesdes de células gigantes podem ocorrer nas
sindromes CFC, LEOPARD e neurofibromatose tipo 1, todas decorrentes de mutagoes em genes da via de si-
nalizacao RAS/MAPK. Objetivo: Descrever o caso de uma paciente com SN/LMCG e mutacao no gene SOSI.
Material E Métodos: Paciente de 39 anos com baixa estatura, dismorfismos faciais caracteristicos de SN,
pescoco alado e cardiopatia congénita. Evoluiu com abaulamento progressivo de mandibula/maxila desde
infancia. A resseccao do tumor de maxila direita evidenciou a presenca de células gigantes multinucleadas.
Devido ao quadro clinico tipico da SN/LMCQG, foi realizado sequenciamento bidirecional dos genes PTPNI11,
KRAS e SOS1. Resultados: Foi encontrada uma mutagao missense ¢.1655G>C (p.R552T) no éxon 10 do gene
SOS1 da paciente. Nenhuma alteragao génica foi observada nos genes PTPN11 e KRAS. Conclusao: Mutagoes
no gene SOS1 em pacientes com SN/LMCG foram descritas em 8 casos, sendo que 5 (62,5%) delas envolviam
o residuo 552 da proteina. A mutacdo mais freqiiente, encontrada em 4 pacientes, foi a R552S. A alteracao
génica (R552T) aqui descrita ja havia sido relatada previamente. A alta prevaléncia do envolvimento deste
residuo na SN/LMCG sugere que estas mutagcoes possam conferir um risco aumentado para o desenvolvi-
mento deste tipo de lesdo. O seguimento a longo prazo de criangas com SN e estas mutacoes especificas é
importante para avaliar a possibilidade de virem a desenvolver tumores de células gigantes, os quais podem
aparecer em uma fase mais tardia.
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029 - RELACAO DO ALELO LA DO 5-HTTLPR COM O TRANSTORNO OBSESSIVO-COMPULSIVO

Alvarenga NB, Rocha FF, Lage NV, Mello CPF, Castro LMS, Romano-Silva MA, Marco LA, Correa H

Introducao: Hoje temos muitas evidéncias que o TOC nao apenas se agrega em familias, mas que também
seria, pelo menos em parte, geneticamente determinado. Estudos tém sido realizados com o objetivo de se
determinar qual, ou, mais provavelmente, quais seriam os genes associados ao TOC. O gene do transportador
de serotonina é de particular interesse porque, além da serotonina estar relacionada a patogénese do TOC,
postula-se que a magnitude e a duracao da atividade serotonérgica seja regulada pelo transportador de sero-
tonina, que controla a recaptura desse neurotransmissor na fenda sinaptica. Ele localiza-se no cromossomo
17, com uma seqiiéncia de 31 kb e 14 éxons. Na regiao promotora ha duas variantes alélicas, uma longa
(L) e outra curta (S), que diferem entre si por 44 pares de base. Esses alelos levam a alteracOes funcionais,
tendo sido demonstrado que o alelo L capta cerca de duas vezes mais serotonina do que a variante curta.
Recentemente, observou-se que este polimorfismo €, na verdade, trialélico: La, Lg e S, com o alelo Lg funcio-
nalmente semelhante ao alelo S. Objetivos: Averiguar se o 5-HTTLPR estéa relacionado ao TOC. Materiais e
método: Apés a extragao de DNA, os genétipos foram obtidos por ensaios TagMan e os produtos das reagoes
de PCR foram analisados em equipamento de PCR em tempo real. A analise estatistica foi realizada pelo
programa SPSS v. 15.0. O nivel de significancia foi de 0.05. Resultados: As amostras estavam em equilibrio de
Hardy-Weinberg. Nao observamos variagoes genotipicas entre casos e controles. Porém observamos maior
prevaléncia do alelo La entre os pacientes com TOC. (P<0.01) Conclusdes: O nosso estudo esta de acordo
com outros resultados recentes. O alelo La, devido a maior expressao génica, pode estar relacionado a “hi-
perfrontalidade” observada no TOC. Sao necessarias reproducoes dos resultados em amostras de pacientes
provenientes de diferentes paises e caracteristicas distintas para elucidacao dos dados.

E-mail do autor: bueno.nathalia@gmail.com

030 - DIAGNOSTICO DE ALTERACOES GENETICAS RECORRENTES NAS LEUCEMIAS DA INFAN-
CIA, NO DISTRITO FEDERAL

Mesquita DR, Cérdoba CM, Magalhaes IQ, Oliveira JRC, Cérdoba MS, Gongalves A, Ferrari [, Martins-De-Sa C

Introducao: Em pacientes com menos de 15 anos de idade, a leucemia corresponde a cerca de 30% de todas
as doencas malignas. Rearranjos cromossomicos estao associados as leucemias e possuem grande valor
prognostico. Objetivos: Identificar alteragcoes genéticas recorrentes em pacientes pediatricos registrados no
Hospital de Apoio Brasilia (HAB) e com diagnéstico de leucemia, entre janeiro de 2005 a dezembro de 2007.
Casuistica e Métodos: Foram analisados 130 casos, 76,92% do total registrado, sendo 66(50,77%) do sexo
masculino e 64(49,23%), do feminino. A mediana de idade foi de 7,6 anos (13 dias a 17,6 anos). Deste, 88 casos
eram de LLA B, 31 de LMA, 7 de LA bifenotipica e 4 de LMC, correspondendo, respectivamente, a 67,69%,
23,85%, 5,38% e 3,08% do total. As analises imunofenotipica e citogenética foram realizadas no Nucleo de
Genética do HAB e a anélise molecular, por RT-PCR, no Laboratério de Biologia do Gene da Universidade
de Brasilia. Resultados: A andlise imunofenotipica foi realizada em todos os casos e a citogenética, em
114(87,69%) casos, sendo que em 38 (33,33%) destes nao foi possivel o diagnoéstico e 16(12,5%) nao foram
submetidos a andlise citogenética. Entre os 76 com analise completa, 45 apresentaram cariétipo normal e
31 evidenciaram alteracoes cromossomicas, sendo: hiperdiploidia (12), hipodiploidia (6), pseudodiploidia
(12) e trissomia do 21 (1). A andlise molecular foi realizada nas 130 amostras, com um total de 32 resultados
positivos. Considerando os doze diferentes tipos de transcritos pesquisados, para oito deles foram encontra-
das amostras positivas: BCR/ABL p190(1), E2A/PBX1(5), TEL/AML1(10), MLL/ENLA1(1), AMLI/ETO(5), PML/
RARa(3), CBFB/MYHI11(3) e BCR/ABL p210(4).

Conclusées: O trabalho realizado permitiu a instalacdo de uma Unidade de Diagnéstico Molecular para
Leucemias no Distrito Federal, possibilitando a incorporagao do exame molecular no grupo de exames reali-
zados ao diagnostico em todos os pacientes leucemicos,registrados no HAB.
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031 - PADRAO DE METILACAO DA KVDMR EM PLACENTAS DE PACIENTES COM PRE-ECLAMPSIA
Coelho K, Aratjo FM, Oliveira AA, Oliveira JC, Duarte G, Gomes MVM, Galerani MAV, Ramos ES

Introducao: A pré-eclampsia (PE) caracteriza-se pelo aumento da pressao arterial e proteinuria, a partir da
20 semana de gravidez. Sua potencialidade para complicagoes, a qualifica como um dos mais sérios agra-
vos a saide da mulher neste periodo. A etiologia ainda é desconhecida, mas foi sugerido que alteracoes no
imprinting gendmico poderiam estar envolvidas no desenvolvimento da doenca. Na regiao cromossomica
11p15.5 encontram-se genes importantes para o desenvolvimento fetal e placentario, como o gene CDKNIC,
que sao regulados por regioes controladoras de imprinting como a regiao diferencialmente metilada KvD-
MR. Portanto, alteracbes no padrao de metilacdo poderiam estar associadas com a PE. Objetivo: Verificar
a associacao de PE com modificagoes do perfil de metilacao da KvDMR em tecido placentario. Casuistica e
metodologia: Foram selecionadas oito placentas de pacientes com PE e 10 de mulheres sem histéria pessoal
ou familial de PE (grupo controle). Apo6s a extracao do DNA de tecido placentario, foi realizada a Reagao em
Cadeia da Polimerase Especifica para a Metilagao (MS-PCR), que consiste na diferenciacao de fragmentos
metilados e nao-metilados de uma determinada regiao do DNA, modificada previamente por bissulfito de
sodio, utilizando-se primers especificos capazes de discriminarem e hibridarem apenas a um dos dois tipos
de fragmento. Resultados e Conclusdes: Apos a andlise do padrao de metilagao da KvDMR em pacientes
com PE e controles foi obtido um padrao monoalélico normal para essa regiao controladora de imprinting,
para as pacientes dos dois grupo. Embora nao tenham sido detectadas alteracoes extremas de metilagao, a
MS-PCR tem a limitagcao de ser uma técnica qualitativa e poderia nao estar sendo suficientemente sensivel a
alteragoes mais leves da metilagédo, as quais nao podem ser descartadas totalmente. Apoio: FAEPA; FAPESP
(2007/05982-5; 2005/00616-5); CNPq (408856/2006-8).

E-mail do autor: karinecoelho@usp.br

032 - INVESTIGACAO DA FREQUENCIA DE POLIMORFISMOS NO EXON 10 DO RECEPTOR DE
TIREOTROFINA EM 90 PACIENTES COM HIPOTIREOIDISMO CONGENITO NO ESTADO DO PARA

Alves EAC

Introducao: O hipotireoidismo congénito (HC) é a doenga enddcrina mais comum durante o periodo neo-
natal e em regioes iodo-suficientes afeta cerca de 1:3000 a 1:4000 recém-nascidos. O HC esta associado aos
defeitos no desenvolvimento da tiredide e na sintese, secrecao e acao dos hormoénios T3 e T4. Um dos prin-
cipais genes envolvidos na etiologia do HC € o gene do receptor do hormonio estimulante da tiredide (tshr).
O gene tshr é composto por 10 éxons e apresenta alguns polimorfismos que ja foram associados com outras
patologias da tiredide, a exemplo do cancer de tiréide. Objetivo: Investigar a presenca de polimorfismos no
éxon 10 do gene TSHR em 90 pacientes HC. Material e Métodos: A amostra analisada foi composta de 90
individuos nao relacionados diagnosticados com HC pelo programa de triagem neonatal do Estado do Para.
O DNA nuclear foi extraido através do método de fenol-cloroférmio a partir de amostras de sangue coletadas
por puncao venosa. Foi realizada a amplificacao do éxon 10 do TSHR utilizando iniciadores previamente
descritos na literatura. Os amplicons foram seqiienciados utilizando o kit Big Dye versao 3.0. Resultados: Trés
transicoes foram encontradas em 23 pacientes ap6s a analise dos seqiienciamentos. A transicao de G>A na
posicao 1377 (A459) estava presente em 4 individuos, a transicao de G>A na posi¢ao 1935 (L645L) em apenas
um pacientes e a transicao de C>G na posicao 2181 (D727E) foi identificada em 18 individuo da amostra.
Conclusoes: As alteragdes A459A e D727E foram descritas previamente na literatura como polimorfismos no
gene do TSHR, outros relatos indicam que essas alteracoes estdo associadas a patogénese de varios tipos de
cancer de tire6ide. A mutacgao L645L nunca foi descrita e, por ndo influenciar na constituicado do TSHR, pode
ser considerada um novo polimorfismo no gene TSHR. Este estudo pode no futuro aprimorar o entendimento
do HC e a possibilidade de conhecer a relagao entre o genétipo e fenétipo nesses pacientes.
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033 - INFLUEANCIAS DE FATORES SOLUVEIS PRODUZIDOS POR CELULAS ESTROMAIS SOBRE A
EXPRESSAO GENICA E A MORFOLOGIA DE CELULAS NEOPLASICAS

Furlani NG, Cunha BR, Carmona-Raphe J, Rodrigues-Lisoni FC, Tajara EH

Head And Neck Genome Project/Gencapo; Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto/FAMERP, Sao
Paulo, Brasil

O crescimento e a progressao do cancer dependem nao apenas de suas caracteristicas genéticas, mas tam-
bém da interacao de suas células com as células do estroma, incluindo as endoteliais, as células do sistema
imune, os fibroblastos e os adip6citos. O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a influéncia de
produtos de fibroblastos e de linfécitos sobre o crescimento celular e a expressao dos genes LTA4H, GNB2L1,
CALR, USP9X, GPNMB, SQSTM1, RNF10, ARID4A, PRDX1, LDOC1 e DAP3, que estao envolvidos em impor-
tantes processos celulares. Especificamente, foi investigado, por abordagens genomicas, o efeito de fatores
soliveis sintetizados in vitro na morfologia, no indice de proliferacao e na expressao génica de células neo-
plasicas. Para essa andlise, a linhagem de carcinoma epiderméide de laringe (Hep-2) foi cultivada em pre-
senca de meio condicionado procedente de cultura de fibroblastos (MCF) ou linfécitos (MCL), o RNA total foi
extraido e submetido a PCR quantitativa para analise da expressao dos genes de interesse. Foi observado que
o MCF aumenta a proliferacao da linhagem celular Hep-2. Ao contrario, o MCL diminui a proliferacao dessas
células. Em relacao a influéncia de fatores soltiveis sobre a expressao génica, foi observada diminuicao de
niveis dos transcritos em seis desses genes e elevacao nos demais. Os resultados sugerem que os fatores libe-
rados por linfocitos e fibroblastos podem participar dos mecanismos de interacao de células tumorais com
seu microambiente.
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034 - ANALISE MOLECULAR DE POLIMORFISMOS NO GENE DA QUITOTRIOSIDASE EM POPULA-
COES INDIGENAS, DE BELEM-PA E EM PACIENTES COM DOENCA DE GAUCHER

Silva BO, Cruz CM, Alves EAC, Barros TCC, Santos EJM, Silva LCS
Lab. de Erros Inatos do Metabolismo e Lab. de Genética Humana e Médica / Instituto de Ciéncias Biologicas da UFPA

Introducao: A Quitotriosidase (QT) é uma quitinase secretada por macréfagos ativados, com capacidade
para degradar a quitina. A funcgao atribuida a QT estéa ligada a defesa contra patégenos contendo quitina e no
envolvimento em patologias com ativagao de macrofagos. Elevados niveis da QT no plasma sado utilizados no
monitoramento do tratamento de pacientes com Doenca de Gaucher (DG). Embora niveis de QT no plasma
estejam relacionados a varias patologias, existem alguns polimorfismos no gene da QT. A duplicacao de 24 pb
no exon 10 causa a deficiéncia de quitotriosidase no plasma. Outros polimorfismos importantes para serem
avaliados sao: G>A 1072 no exon 10 e C5T 1325 no exon 12. Objetivo: Identificar a freqiiéncia dos polimor-
fismos (duplicagao de 24 pb exon 10, G>A 1072 exon 10 e C>T 1325 exon 12) no gene da QT na populagao
de Belém-PA, populagoes Indigenas e em Pacientes com DG. Materiais e Métodos: O estudo compreendeu
amostras de 367 individuos da populacao de Belém, 26 indigenas e 16 pacientes DG. As amostras de DNA
utilizadas pertencem ao banco de amostras do Laboratério de Genética Humana e Médica da UFPA. A pre-
senca ou auséncia da duplicacao de 24 pb foi baseada na reacao de PCR e posterior seqiienciamento para
a confirmacao do genétipo. Para os demais polimorfismos o produto da PCR serd submetido a anéalise de
sequenciamento. Resultados: Os dados obtidos sao somente para a duplicagao de 24 pb. Foi observada uma
freqiiéncia do alelo mutante de 24% na populacao de Belém, 31% em indigenas e 16% em pacientes com DG.
Conclusao: Estudos determinando a freqiiéncia de polimorfismos no gene da QT refletem uma importancia
clinica ja que ela apresenta envolvimento em varias patologias. No caso da DG a presenca da duplicacao de
24 pb em homozigose prejudicaria o monitoramento do tratamento baseado em terapia de reposi¢cao enzi-
matica e/ou inibicao do substrato

E-mail do autor: brendabiologa@yahoo.com.br

Rev Med Minas Gerais 2009; 19 (2 Supl 1): S1-5138

4



42

035 - O POLIMORFISMO 5-HTTLPR: UM POTENCIAL MARCADOR PARA O SUICIDIO NO TRANS-
TORNO AFETIVO BIPOLAR (TAB)?

Neves FS, Barbosa IG, Brasil PM, Malloy-Diniz LF, Romano-Silva MA, Aguiar GC, Matos LO, Corréa H

Introducao: As taxas de suicidio no transtorno do humor bipolar (THB) sao mais elevadas do que em qual-
quer outro diagndstico psiquiatrico. O uso de entrevistas estruturadas nao € eficiente na identificacao de
pacientes em risco. Objetivo: verificar se o 5-HTTLPR tem potencial para ser um marcador para identificacao
de pacientes suicidas no THB através da comparagcao com fatores clinicos sabidamente associados ao suici-
dio. Material e Métodos: Foram avaliados 301 individuos (198 com TAB e 103 controles saudaveis) através
de entrevistas estruturadas para identificacao de comorbidades psiquiatricas (MINI-PLUS e SCID-II), histéria
de comportamento suicida e evolugao clinica dos pacientes. O pesquisador que efetuou a genotipagem para
identificacao dos polimorfismos nao tinha acesso aos dados dos sujeitos da pesquisa. A andlise estatistica
usada foi o teste do X2 e regressao logistica. A participacao do estudo foi condicionada a assinatura de con-
sentimento informado. Os protocolos foram aprovados pelo comité de ética. Resultados: Entre os pacientes
avaliados, encontrou-se que 26,77% e 16,67% apresentavam relato de tentativa de suicidio nao violenta e
violenta, respectivamente. A freqiiéncia do alelo S foi maior no grupo de pacientes com histérico de tentativa
violenta de suicidio (x2=16969; p=0,0001). Em um modelo de regressao logistica que incluiu variaveis clinicas,
o alelo S foi o tnico fator associado com a tentativa violenta de suicidio. Conclusodes: Esse estudo mostrou
que o polimorfismo 5-HTTLPR encontra-se fortemente associado a tentativa violenta de suicidio em pacientes
com TAB. Essa associagao manteve significancia mesmo apds comparagao com outras condi¢oes associadas
com comportamento suicida em estudos prévios. Se confirmados, esses resultados podem ser um importante
passo para a criagao de teste genético para auxiliar na prevenc¢ao do suicidio.

E-mail do autor: fneves.bhz@terra.com.br

036 — POLIMORFISMO D/I DO GENE ACE NA FIBROSE CiSTICA E SUA ASSOCIACAO COM A
GRAVIDADE CLiNICA

Marson FAL, Bonadia LC, Ribeiro JD, Bertuzzo CS, Ribeiro AF

Introducao: A fibrose cistica(FC) é uma doencga causada por mutagcoes no gene CFTR. A principal causa de
morbidade e mortalidade ocorre pelo dano do trato respiratério. Existe baixa correlagcao entre as mutagoes
no gene CFTR e o quadro clinico, assim estudos de fatores ambientais e genéticos podem contribuir para o
melhor entendimento do quadro clinico. O gene ACE codifica a enzima conversora de angiotensina que age
na resposta pré-inflamatoria, processo presente no parénquima pulmonar de fibrocisticos. Este gene apresen-
ta um polimorfismo denominado D/I, sendo o alelo D(delecao de 287pb) caracterizado pela maior expressao
do gene. Objetivo:Associar o polimorfismo D/l no gene ACE com marcadores clinicos da FC(Escores de
Kanga e Shwachman(ES), IMC, idade ao diagnéstico, inicio dos sintomas(pulmonar/digestivo), microrganis-
mos isolados, espirometria e saturacao de oxigénio. Casuistica e metoédo: Incluidos 137pacientes, 52.6%mas-
culinos, idade média:15 anos. A analise do polimorfismo D/I utilizou a técnica de PCR. Estatistica: Kruskal-
Wallis, ANOVA, Qui-quadrado, Exato de Fisher, Odds Ratio(OR) e do Risco Relativo(RR). RESULTADOS E
Discussao: Para os pacientes portadores do alelo D o diagnéstico foi realizado em média antes dos trés anos
de idade(p=0.04), quando comparado a individuos homozigotos II(OR:3.07), 0 mesmo ocorreu para o apa-
recimento do quadro digestivo(p=0.05; OR:8.2). Quanto ao ES, principal marcador de gravidade clinica na
FC, foi observado um maior nimero de pacientes portadores do genétipo DD com escore classificado como
grave(p=0.02; OR.6,4; RR:4.8). Esses resultados sugerem que a maior expressao do ACE decorrente do gen6-
tipo DD leva ao maior dano pulmonar devido a inflamagao. Porém o genétipo DD proteger contra a infeccao
cronica, o que pode ser observado pela presencga de maior niimero de pacientes com o genétipo Il infectados
pela bactéria Achromobacter xylosoxidans (p=0.03; OR:4.5; RR:3.5). Conclusao: O polimorfismo D/I no gene
ACE age como modificador na FC.
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037 — IDENTIFICACAO DE POLIMORFISMO NA REGIAO PROMOTORA, POSICAO -308, DO GENE
DO TNF ALFA EM MULHERES COM ABORTO RECORRENTE

Balarin MAS, Davanso MR, Pissetti CW, Grecco RLS

Perdas Gestacionais Recorrentes (PGR) sao definidas como trés ou mais perdas gestacionais antes da 20? se-
mana de gestacao em humanos, sendo que a cada 100 gestagcoes ocorre um aborto recorrente na populacao
mundial. Estudos in vitro e in vivo de mulheres com abortos recorrentes tém demonstrado aumento na pro-
ducao de citocinas Thl enquanto a elevacao de citocinas Th2 esté correlacionada com gesta¢coes normais. O
TNF-a € uma importante citocina inflamatéria do perfil Thl. Niveis elevados dessa citocina estao associados
com diminuicao de gonadotrofina corionica e progesterona. Polimorfismos genéticos em seu gene parecem
ter relacao com a sua producao aumentada. Este estudo propos analisar o polimorfismo na regiao promotora
do gene TNF-0,, posi¢ao -308 e associar esta classe de perdas com os genétipos encontrados na amostra ana-
lisada. Para a realizacao do estudo, extraiu-se o DNA gendmico de pacientes com PGR e do grupo controle;
fez-se a reacao em cadeia da polimerase (PCR), utilizando-se iniciadores especificos; a digestao com enzima
de restricao Ncol e eletroforese em gel de poliacrilamida. As freqiiéncias dos genétipos AA, GA, GG foram,
respectivamente, de 10%, 20% e 70% nas mulheres com PGR. Nas mulheres do grupo controle, as freqiiéncias
dos genétipos AA, GA e GG foram, respectivamente de 17,6%, 5,9% e 76,5%. Nao houve associagao entre o
polimorfismo na regiao promotora do gene TNF-q, posicao -308 e perdas gestacionais recorrentes (X2; p=
0,4932). Esse resultado sugere que outras regioes deste mesmo gene, ou ainda, outros genes relacionados a
implantacao possam estar associadas a abortos recorrentes.

E-mail do autor: balarin@mednet.com.br

038 - IDENTIFICACAO DE SEQUENCIAS ESPECIFICAS DO CROMOSSOMO Y EM PACIENTES COM
SINDROME DE TURNER

Grecco RLS, Souza TA, Da Crocce L, Palhares HMC, Borges Mf, Balarin MAS
Universidade Federal do Triangulo Mineiro, Uberaba, MG

A Sindrome de Turner (ST) é definida como sendo a auséncia completa ou parcial de um dos dois cromosso-
mos sexuais X. Cerca de 40-60% das pacientes possuem cari6tipo 45,X e o restante apresentam mosaicismo,
isocromossomo de Xp ou Xq, delecoes de Xp ou Xq, cromossomos marcadores. Em mosaicos existe a possi-
bilidade de haver algum fragmento do cromossomo Y, o que predispoe ao aparecimento de gonadoblastoma,;
mesmo em casos 45,X, dependendo da quantidade de células analisadas, ha possibilidade de mosaicismo
baixo e, conseqiientemente, a presenca de algum fragmento do cromossomo Y. O objetivo do presente es-
tudo foi identificar seqiiéncias especificas do cromossomo Y, utilizando primers dos seguintes genes DYZI,
DYZ3, SRY e ZFY. A amostra estudada foi composta de 9 pacientes com Sindrome de Turner com cari6tipo
45,X e 14 pacientes com cariétipos variados, sendo 3 com 45,X/46,X+mar; 1 com 45,X/46,X,i(Xq); 1 com
45,X/46,XX/46,XX,p+; 1 com 45,X/46,XX/47,XXX; 7 com 45,X/46,XX; 1 com 45,X/46,XX/46,X +mar. A analise mo-
lecular mostrou que 2 (8,7%) pacientes apresentaram amplificacao para as seqiiéncias de DYZ3, SRY e ZFY e
que em nenhuma houve amplificagao para o DYZ1. Sabe-se que a presenca de seqiiéncias do Y nas pacientes
com ST pode ocorrer em diferentes tipos de cariétipos e que, o uso de diferentes marcadores para as regides
de brago curto, centromero e braco longo do Y sao importantes para aumentar a perspectiva de diagnosticar
0s casos de mosaicismos baixos com material do cromossomo Y. Com os resultados das andlises citogenética
e molecular, a técnica de PCR mostrou-se sensivel em relacao a técnica de citogenética. A possibilidade de
observar amplificacao para as seqiiéncias especificas do cromossomo Y nestas pacientes permitiu a tomada
de condutas especificas para prevencao de gonadoblastoma ou outro tipo de tumor gonadal.

PIBIC/CNPq
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039 - MONOSSOMIA 5P / TRISSOMIA 9P DE NOVO DETECTADA PELA TECNICA DE MLPA EM UM
MENINO COM SINDROME DO CRI-DU-CHAT E CARIOTIPO NORMAL

Vicente FMP, Lincoln-de-Carvalho CR, Vieira TAP, Mello MP, Marques-de-Faria AP

Introducao: A maioria dos individuos com sindrome do cri-du-chat (SCDC), cuja frequéncia é estimada entre
1:15000 a 1:45000 nascimentos, apresenta uma delecdo 5p terminal de novo e em menos de 10% deles ha
descrigao de translocagcao nao equilibrada ou ainda de anomalias cromossomicas complexas envolvendo
o cromossomo 5. Quando a monossomia 5p resulta de translocagao desequilibrada, o quadro clinico pode
ser influenciado pela trissomia da outra regiao envolvida no rearranjo cromossémico. Objetivo: No presente
relato, é descrito o caso de um menino de sete meses, com sinais sugestivos da SCDC e cariétipo normal,
cuja investigacao foi complementada com a pesquisa de alteragdes subteloméricas pela técnica de MLPA,
utilizando o kit PO36E1. Material e Métodos: Os fragmentos obtidos pela técnica de MLPA foram visualizados
e separados com o sequenciador ABI-PRISM 310, utilizando os programas GeneScan e Genotyper. Os dados
foram normalizados em planilha Excel e as alteracoes identificadas foram confirmadas pela aplicacao da
mesma técnica, com o kit PO70A2, e validadas pelo método de FISH. Resultados e Conclusao: Pela técnica
de MLPA foi identificado rearranjo envolvendo as regides 5p e 9p, validado por FISH, a partir da presenca de
um sinal 5pter e trés sinais 9pter no propésito; o exame dos genitores foi normal, nas 50 metafases analisadas
para cada um. Assim, foi definida a constituicdo cromossomica 46,XY.ish der(5)t(5p;9p) de novo, relatada
em raras oportunidades na SCDC, sendo feita analise comparativas das principais caracteristicas clinicas
descritas na monossomia 5p e na duplicagao 9p. A eficiéncia da técnica de MLPA na triagem de rearranjos
cromossodmicos cripticos é destacada, pois a opgao de realizar diretamente a andlise por FISH permitiria
apenas o diagnostico da delegao 5p e nao teria identificado a alteragao em 9p, visto que sonda utilizada seria
especifica para primeira regiao cromossomica, considerando o quadro clinico do paciente.

E-mail do autor: fabiola.vicente@uol.com.br

040 — ESPECTRO CLINICO DA SINDROME DO X FRAGIL POR DELECAO DO GEN FMR-1

Kahn E, Ribeiro MG, Carakushansky G, Paiva I, Pellegrini S, Barros DS, Pimentel MMG, Santos-Reboucas CB,
Abdalla-Carvalho CB, Santos JM

Introducdo: A Sindrome X Fragil é uma das causas mais comuns de retardo mental de causa genetica sendo
determinada por expansoes dos Trinucleotideos CGG-GCC do gene FMR-1localizado em Xq27.3. Os sintomas
clinicos dismorficos, comportamentais, fala e aprendizado ocorrem quando a expansao CGG ultrapassa 200
vezes. O espectro clinico do X Fragil pode tamben decorrer por delecao da regiao do gene FMRI. Até o mo-
mento em torno de 30 artigos foram revistos que documentavam o envolvimento de dele¢des de parte ou de
toda a extensao das repeticoes CGG-CCG. Objetivo: Descrever o espectro clinico da mutagao em portadores
de delecao do sitio fragil FMR1. Material e Métodos: Relato de dois casos. Resultados: Probando 1: GSS,
branco masculino, 8 anos, filho de pais consanguineos (primos em 1* grau), nascido de parto cesariano a
termo. 3380gr.52 cm, pc 37cm APGARS-8. Teve desenvolvimento neuromotor normal apresentando atraso
da fala. Iniciou Fonoaudiologia aos 3anos restando até hoje dificuldade na fala e aprendizado. E décil, mas
muito emotivo. Apresenta macrossomia, macrocefalia, macrotia, face alongada, boca entreaberta, flacidez li-
gamentar macroorquidia .O estudo molecular demostrou delecao de 72pb no gene FMR1. Probando 2: JMCS,
branco, masculino, 11 anos, mascido de parto normal, 3650gr, nao chorou, desenvolvimento neuromotor
normal, apresentando atrazo da fala, aprendizado, nervosismo e algo agressivo. Apresenta macrossomia, ma-
crocefalia, macrotia. Face alongada, macroorquidia. O estudo molecular detectou delecao de 123pb no gene
FMR-1. Conclusées: A sindrome do X Fragil pode resultar devido a expansoes ou delecoes das repeticoes
CGG - GCC do gene FMRI1 do cromossomo X. Os dois probandos apresentam o fenotipo da sindrome do X
Fragil com delecao do gene FMRI1 aparentemente compativel com o fenotipo decorrente por expansao do
mesmo locus genico.

E-mail do autor: ndayan@terra.com.br
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041 - NOVOS MARCADORES STR LOCALIZADOS NA REGIAO PERICENTROMERICA DO CRO-
MOSSOMO 21: APLICACAO CLINICA DA ANALISE DE SEGREGACAO EM SINDROME DE DOWN

Silva AFA, Machado FB, Fernandes RCSC, Medina-Acosta E

Introducao: A Trissomia 21 (Sindrome de Down) é a aneuploidia mais frequentemente observada em ne-
onatos, afetando 1 em 350-400 nascidos vivos de mulheres na faixa etaria de 35 anos. A nao disjungao do
cromossomo 21 ocorre principalmente durante a meiose I materna (80-85%). Sao fatores de risco para a nao
disjuncao: idade materna avancada (>34 anos) e recombinacao reduzida ou alterada, que é independente
da idade parental. As origens da nao disjuncao, os eventos de recombinacao e o padrao de segregacao dos
alelos em nticleos familiares, podem ser determinados por meio da tipagem de marcadores polimorficos de
DNA. Objetivos: Identificar novos marcadores de DNA do tipo short tandem repeats (STR) localizados na
regiao pericentromérica visando ao rastreio rapido da trissomia 21, a definicao da origem meidtica da nao
disjuncao e ao estudo de eventos de recombinacao. Materiais e Métodos: O mapa combinado fisico e de
ligacao foi restrito ao intervalo de 5,4 Mb (com distancia genética de interpolacao de 8,3 cM para mulheres)
abrangendo a regidao 21p11.2-21g21.1. A identificacdo de STRs foi realizada in silico através de uma anélise
comparativa entre trés genomas de referéncia, utilizando programas para mineracao e validacdo. Para a
determinacao das taxas de heterozigose foram genotipados 100 individuos nao relacionados por meio da
técnica de PCR quantitativa por fluorescéncia (QF-PCR). Para andlise de segregacao foram genotipados 20
nicleos familiares com um acometido. Resultados: Apds validacao, cinco novos marcadores pericentromé-
ricos foram selecionados: quatro tetraméricos e um pentamérico. A heterozigose observada permitiu uma
determinacao precisa das origens parental e meiética da nao disjuncao. Conclusdes: A tipagem dos novos
marcadores pericentroméricos resultou em um ensaio altamente eficiente para a determinacao das origens
da nao disjuncao em casos de recombinac¢ao, com a obtencao dos resultados em até 24 horas.

E-mail do autor: anttonio.allves@gmail.com

042 - INFLUENCIA DOS POLIMORFISMOS ARG399GLN DO GENE XRCC1 E ALA222VAL DO
GENE MTHFR SOBRE DANO DE DNA EM INDIVIDUOS EXPOSTOS A AGENTES MUTAGENICOS E
EM CONTROLES

Andrade FM, Teixeira LH, Costa CH, Machado FS, Palazzo R, Bagatini P, Kayser M, Mergener M, Siebel AM,
Silva LB, Maluf SW

Introducdo: A exposicdo a agentes genotoxicos pode causar dano ao DNA, aumentado a instabilidade genética e
o risco a diversas doencgas, como o cancer. Polimorfismos em genes do sistema de reparo e relacionados a enzimas
envolvidas no metabolismo do folato e na metilacao do DNA podem estar associados a modulacao da taxa de dano
de cada individuo. Objetivos: avaliar a influéncia dos polimorfismos Arg399GIn do gene XRCC1 e Ala222Val do gene
MTHFR sobre o dano de DNA. Material e Métodos: foi investigado um grupo exposto ocupacional ou terapeutica-
mente a agentes genotéxicos (agrotéxicos, pintura automotiva e hemodialise, n=101), e em um grupo controle (n=62).
A freqiiéncia de alteragoes nucleares foi avaliada pela técnica de micronicleos com o bloqueio da citocinese e o indi-
ce de dano de DNA (quebras de cadeias simples e dupla de DNA e sitios alcali-labeis) pelo ensaio cometa. Ambas as
variantes genéticas foram investigadas por PCR/RFLP. Parametros de instabilidade genomica foram comparados entre
grupos de genotipos através do teste Mann-Whitney, através do programa SPSS para Windows versao 16.0. Resultados:
A presenca do alelo 399Arg do gene XRCCl foi associada com um nimero aumentado de bud’s nucleares no grupo
controle (p=0,018). J& em individuos expostos, este mesmo alelo foi associado com o aumento do nimero de pontes
nucleoplasméticas (PN) (p=0,023). Com relagdo ao polimorfismo do gene MTHFR, nao foram encontradas influéncias
significantes em relacdo ao SNP com o dano de DNA, embora influéncias discretas tenham sido detectadas com a
estratificacao da amostra de acordo com o sexo e com a extensao de dano medido pelo teste cometa. Conclusées: o
polimorfismo Arg399GIn parece modular alguns tipos de dano de DNA quando hé exposi¢ao a agentes mutagénicos,
com o alelo 399GIn podendo ser considerando um alelo de melhor reparo do dano de DNA. J4 a influéncia da variante
Ala222Val do gene MTHFR parece ser modulada pelo género e pela extensao de dano medida pelo teste cometa.
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043 - DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA SINDROME DE WILLIAMS POR GENOTIPAGEM: UMA
OPCAO PARA O SUS

Serao CLC, Nesi FF, Portela WS, Schmidt CB, Fonseca GGG, Esposito AC, Oliveira VG, Magalhaes TSPC, Vilar
MAM, Horovitz DDG, Llerena Jr JC

Introducao: A Sindrome de Williams (SW) tem freqiiéncia estimada em 1:7500 nascidos vivos. Caracteriza-se
por facies peculiar, cardiopatia, anomalias de tecido conjuntivo, retardo mental, alteragdes enddcrinas e de
comportamento. A etiologia deve-se a uma delecao em 7q11.23 de cerca de 1,5 Mb de DNA, envolvendo o
gene da elastina em 95% dos casos. 24 genes ja foram descritos nesta regiao. O padrao-ouro para o diagnosti-
co molecular é o FISH. Objetivos: Apresentar resultados preliminares no diagnoéstico de SW por genotipagem
por microssatélites. Materiais e Métodos: Foram coletadas amostras de 8 pacientes com suspeita de SW e
seus pais para analise por 3 marcadores polimorficos (D752472, D752429 e D752512), estando apenas um de-
les envolvido na regiao critica para a SW. Casos com resultados negativos ou duvidosos foram clinicamente
reavaliados e submetidos a técnica de FISH. Resultado:Nenhum caso apresentou anomalia cromossomica
em 7ql1.23 detectavel ao cariétipo. 4 apresentaram delecao detectavel pela genotipagem no marcador da
regiao critica para SW (D752472). Dos casos restantes, em um a andlise se mostrou nao-informativa e nos
outros 3 a genotipagem foi normal. A revisao clinica de um destes pacientes descartou a hip6tese de SW,
confirmado por FISH. Nos outros 2 casos, um aguarda revisao clinica e no outro a hip6tese de SW foi ratifi-
cada, mas a técnica de FISH também resultou negativa. Este paciente serd submetido a genotipagem com
marcadores polimoérficos mais proximos ao gene ELN. Conclusdo: A SW é uma doenca genética nao rara e
cuja identificagao e acompanhamento clinico precoce se fazem necessarios. Espera-se aumento da demanda
por diagnéstico molecular com a insercao dos servicos de Genética no SUS. Para esta sindrome a técnica
de genotipagem mostrou-se tao eficiente quanto o FISH, além de menos custosa, oferecendo informagoes
acerca do tamanho da delecao e aprimorando a correlacao genétipo-fenétipo, sendo uma alternativa para o
diagnostico molecular.

E-mail do autor: cserao@hotmail.com

044 - IDENTIFICACAO DE UMA NOVA MUTACAO (C.2750DELG) EM UM PACIENTE COM OSTEO-
GENESE IMPERFEITA TIPO I

Moraes MVD, Reboucas MRGO, Sipolatti V, Nunes VRR, Akel Jr AN, Perrone AMS, Louro ID, Paula F

Introducao: Osteogénese imperfeita (Ol) € uma desordem Mendeliana do tecido conjuntivo caracterizada
por fragilidade 6ssea e suscetibilidade a fraturas. A Ol tipo [ resulta de mutacdes nos genes que codificam as
cadeias alfa-1(I) e alfa-2(I) do colageno tipo I e esta associada a expressao reduzida de uma das cadeias de
pro-colageno alfa-1(1), seja pela formacao de um cdédon de parada prematuro ou por defeitos de RNA-splicing
do gene COLI1AL Objetivos: Estabelecer a correlagao genétipo: fenétipo em um paciente Ol tipo I, atendido
no Hospital Infantil N. Sra. da Gléria, Vitéria/ES-Brasil, a partir do estudo molecular do gene COLIA1L. Material
e Métodos: Foi realizado o estudo molecular do gene COL1A]l em um paciente do sexo masculino, 16 anos,
154 c¢m, 40 kg, IMC/I = P3, P/l < P3, E/I < P3, com histérico de 2 fraturas, escoliose, esclerdtica azulada e com-
prometimento auditivo, apresentando um quadro clinico compativel com Ol tipo I. Os sintomas da Ol também
estavam presentes na mae, 45 anos, 164 cm e 72 kg, que apresentou esclerética azulada, comprometimento
auditivo e um histérico de 9 fraturas, sugerindo um padrao de heranc¢a autossomico dominante. A partir do
gDNA extraido de 5SmL de sangue periférico do paciente, fragmentos dos exons e de regides flanqueadoras
do gene COLIAI foram amplificados por PCR, submetidos a triagem de mutacées por SSCP com subsequente
sequenciamento automatizado e andlise dos fragmentos alterados, de acordo com as seqiiéncias de referén-
cia do gene COL1A1 GenBank NG_007400.1 (gDNA) e GenBank NM_000088.3 (cDNA), para fins de correlacao
genotipo: fenétipo. Resultados: O estudo do gene COL1AI no paciente revelou a presenca da mutacao inédi-
ta ¢.2750delG (exon 40). Conclusdes: Neste caso, o quadro clinico leve de osteogénese imperfeita (Ol tipo )
esta associado a haploinsuficiéncia do gene COLIAl, resultante da interrupgao precoce na sintese de uma das
cadeias de pro-colageno alfa-1(I) pela formac¢ao de um cédon de parada prematuro (p.Gly917AspfsX191).
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045 - TESTE RAPIDO DE GENOTIPAGEM MOLECULAR PARA O RASTREIO DOS POLIMORFISMOS
[CAG]N/[CCG]N NO GENE HTT LIGADO A DOENCA DE HUNTINGTON

Barboza HN, Machado FB, Silva AFA, Medina-Acosta E

Introducao: A Doenca de Huntington (DH) é uma condigao neurodegenerativa autossémica dominante as-
sociada a movimentos desordenados, deterioracao cognitiva e distirbios psiquiatricos. Os sintomas mani-
festam-se tardiamente entre 35-50 anos. DH ocorre com taxas de prevaléncia diferentes no mundo, sendo
sua incidéncia e genética de populacoes no Brasil ainda pouco estudadas. A mutagao responséavel pela DH
consiste em uma expansao instavel acima de 39 repeticbes em tandem do trimero CAG no éxon 1 do gene
HTT, localizado na regiao 4pl6.3-4p16.2, que resulta em repeticao expandida de poliglutamina préxima a
regiao NH2 da proteina Huntingtina, alterando sua funcao. Neste éxon ha uma outra seqiiéncia de repeticao
trinucleotidica CCG polimorfica, cuja relagcdo com a clinica da DH ainda é desconhecida. Objetivo: Desen-
volver um ensaio da PCR quantitativa por fluorescéncia (QF-PCR) para o rastreio dos polimorfismos [CAG]n/
[CCG]n no gene HTT. Material e métodos: Para o desenho dos iniciadores foram utilizados os programas de
bioinformaética disponiveis na rede. Amostras de DNA de 100 individuos nao relacionados foram submetidas
a amplificagao por QF-PCR, e a caracterizacao dos alelos dos marcadores foi realizada por eletroforese capi-
lar. A segregacao Mendeliana dos alelos foi constatada em nucleos familiares. As freqliéncias alélicas foram
calculadas com a utilizacao de programas especificos. Resultados: Desenvolvimento de novos iniciadores
possibilitou a criagao de um teste rapido e preciso para o diagnéstico da DH e geracao de novas informagoes
a respeito das freqiiéncias alélicas na populagao brasileira. Conclusdes: O ensaio foi eficiente para identi-
ficacdo de expansoes [CAG]n, assim como determinacao do perfil genético de individuos nao portadores.
Palavras chave: Doenca de Huntington, short tandem repeats, PCR quantitativa por fluorescéncia, QF-PCR,
[CAG]n/[CCG]n, polimorfismo.
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046 — O POLIMORFISMO T-46C NO GENE DARC E SUSCETIBILIDADE AO HIV-AIDS
Abe-Sandes K, Bomfim TF, Machado TMB, Brites C, Acosta AX, Galvao-Castro B

Introducao: Estudos mostram que a variante -46C no gene DARC (Duffy Antigen Receptor for Chemokines)
estd associada como fator protetor para a infeccao por Plasmodium vivax. Recentemente pesquisadores de-
monstraram que esta mesma variante em homozigose aumenta em 40% as chances de infeccao pelo HIV.
Estima-se que cerca de 11% dos africanos infectados pelo HIV-1 pode estar relacionado a presenca deste
genoétipo. Esta variante € muito frequente nas populagoes africanas (0,999) e pouco frequente em europeus
e amerindios, sendo por isto, também utilizada como marcador informativo de ancestralidade. Material e
Métodos: Foram genotipados 507 individuos infectados pelo HIV-1 da Bahia e 1234 individuos nao infectados
da populacgao geral de Salvador, para a variante T-46C do DARC, por PCR em tempo real. Resultados: As fre-
qliéncias encontradas para a variante -46C foram 41,7% e 46,9% e a freqiiéncia do genétipo -46C/C foi 20,1% e
24,2% na populacao infectada e em Salvador, respectivamente. Estes resultados confirmam a miscigenacao
desta populacao. A analise de ancestralidade genomica revelou contribuicdo africana elevada (50,5%). Nas
duas populagdes foi observado excesso de homozigotos, quando testado o equilibrio de Hardy-Weinberg,
sugerindo casamento preferencial entre individuo do mesmo grupo ancestral. Conclusdes: As freqiiéncias
de 20,1% e 24,2% do gendtipo -46C/C na populacao da Bahia confere maior susceptibilidade a infeccao pelo
HIV mediada pelo DARC, desta populagao, quando comparada as populacoes européias e amerindias e risco
menor quando comparada a populacdo africana. Apoio financeiro: Ministério da Satide; FAPESB
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047 - IDENTIFICACAO DE MUTACOES NO GENE GNPTAB EM PACIENTES BRASILEIROS COM
MUCOLIPIDOSE 11 E 11

Schwartz IVD, Cury GK, Artigalas O, Matte U, Lourenco CM, Kim CA, Ribeiro E, Valadares E, Penatti DA
Servigo de Geneética Médica, HCPA, Programa de Pos-Graduagdo em Medicina: Ciéencias Médicas, UFRGS, DEPAR

Introducéo: A mucolipidose 1l ou III (ML II ou forma grave; ML Il ou forma atenuada) ¢ uma doenca lisosso-
mica, de heranca autossdmica recessiva, causada pela deficiéncia da enzima Glc-NAc-fosfotransferase, codifi-
cada pelos genes GNPTAB e GNPTG. A Glc-NAc-fosfotransferase € uma das enzimas responsaveis pela sintese
do residuo de manose-6-fosfato, marcador responsavel pelo direcionamento das enzimas lisossdmicas para
o lisossomo. Objetivo: Identificar as mutacdes no gene GNPTAB presentes em pacientes brasileiros diagnos-
ticados bioquimicamente com ML II ou Ill. Materiais e Métodos: Nove pacientes brasileiros, de familias nao
relacionadas, foram incluidos no estudo. As amostras de DNA foram extraidas de aliquotas de sangue periféri-
co em EDTA e os 21 éxons que compoem o gene GNPTAB estao sendo amplificados por reacao em cadeia da
polimerase em termociclador Mastercycler Personal Eppendorf e sequenciados em sequenciador ABI3100 Y. A
sequéncia referéncia utilizada € cDNA GenBank com niimero de acesso NM_024312.3. Resultados: Foram se-
quenciados os éxons II, V, VI, VII, XVIII e XIX. Trés pacientes apresentam, em heterozigoze, a mutagao patogéni-
ca ¢.3503_3504delTC (éxon XIX) e a mutacao nao-patogénica em intron 17 (c.3336-25T>C), ambas ja descritas
na literatura. O mesmo polimorfismo também foi evidenciado em outros 4 pacientes, sendo um em homozigo-
se. Os demais éxons estao sendo devidamente amplificados para serem sequenciados. Discussao/Conclusées:
Embora a maioria das mutagcdes descritas em GNPTAB seja privada, a mutacgao c¢.3503_3504delTC parece ser
comum em pacientes brasileiros. Sugere-se que a analise de DNA de pacientes com ML II e IIl, oriundos de
nosso pais, inicie pelo sequenciamento do éxon XIX. Apoio: Rede MPS Brasil, CNPq
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048 —- PADRAO DE INATIVACAO DO CROMOSSOMO X EM MULHERES NORMAIS
Vianna EQ, Moraes LFM, Moreira MA, Llerena JC, Seaunez HA

Introducao: A inativacao de um dos cromossomos X em células somaticas femininas ocorre no inicio do
desenvolvimento embrionério para assegurar que os niveis e conteido génicos ligados ao cromossomo X
sejam equivalentes entre o sexo feminino e masculino. Esta inativagcao ocorre aleatoriamente e como resul-
tado a maioria das mulheres € um mosaico para duas populacoes celulares numa proporc¢ao de 1:1. Desvios
significantes do padrao esperado de inativacao, caracterizados por uma taxa alélica >= 3:1, tém sido descritos
em mulheres com doencas ligadas ao X. Estes desvios tém sido relatados também em 10%-30% das mulheres
normais com razao ainda nao bem compreendida. Objetivo: Este trabalho teve como objetivo verificar a
freqiiéncia de desvio de inativacao do cromossomo X em mulheres normais da populagao. Materiais e Mé-
todos: A andlise do padrao de inativagao foi realizada em DNA proveniente das células sanguineas de 100
mulheres normais da faixa etaria de 18-32 anos, através do padrao de metilacao dos sitios de restricao para a
enzima Hpall situados préximos a repeticao CAG do l6cus HUMARA (Xql1-q12) em produtos amplificados de
amostras de DNA digeridas ou nao digeridas com Hpall, com a técnica de PCR e um par de iniciadores espe-
cificos para a o l6cus HUMARA e genotipagem de microssatélites em seqiienciador automatico. Resultados:
Foi encontrado um padrao randoémico inativacao do cromossomo X em 71% das mulheres informativas para
o l6cus HUMARA (61/86) e nao randémico, com desvio extremo de inativagao (>=80%) em 29% (25/86) das
mulheres normais investigadas. A freqiiéncia de desvio extremo nas amostras das mulheres normais deste
estudo foi estatisticamente significante (p=0.0001) quando comparada a de outros estudos em mulheres da
mesma faixa etaria. Apoio: CNPq, UERJ, INCA, FioCruz.
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