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Dois polimorfismos decorrentes de duas mutacdes de ponto (C677T e A1298C) no gene da
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), enzima responsavel pela ativacdo do acido
folico no principal processo de metilagdo da homocisteina, vém sendo referidos como
fatores predisponentes a ocorréncia de defeitos de fechamento do tubo neural (DFTN). O
gendtipo 677TT determina uma variante termolabil da MTHFR, com atividade reduzida a
cerca de 50% e, consequentemente, aumento da homocisteina plasmatica. Quanto ao
segundo polimorfismo, apenas a dupla hetrozigosidade (CT/AC) parece estar associada a
alteracdes bioquimicas semelhantes as descritas para o homozigoto 677TT. Embora os
DFTNs compreendam trés tipos anatomicamente distintos: anencefalia, encefalocele e
espinha bifida, a maioria dos trabalhos que estudaram a relag@o entre as mutagdes no gene
da MTHFR com esses defeitos o fizeram incluindo apenas as espinhas bifidas. Evidéncias
epidemiolégicas, por outro lado, sugerem que anencefalia, encefalocele e espinha bifida
podem ser defeitos distintos e, possivelmente, eles possam ser classificados como defeitos
altos (anencefalia, encefalocele. espinha bifida cervical e tordcica) e baixos (espinhas
bifidas lombares e sacrais). O presente trabalho investigou, por meio da técnica da PCR,
essas duas mutacSes no gene da MTHFR em recém-nascidos portadores de DFTN e seus
pais, compreendendo 119 familias que foram registradas no Programa de Genética Perinatal
(PROGEPE) no periodo de setembro de 1987 a dezembro de 2000. As freqiiéncias obtidas
nessas familias foram comparadas com aquelas encontradas numa amostra da populacéo da
mesma regido formada por amostras de sangue de corddo colhidas, em duas etapas, dentro
do periodo de desenvolvimento do projeto e durante o parto de recém-nascidos vivos e
consecutivos que nio apresentassem qualquer alteragdo morfologica diagnosticada até a
data de sua alta da maternidade. Observou-se que a freqiiéncia do homozigoto mutante
677TT entre os propdsitos foi de 13,5%, e nos demais grupos de 10,1% nas mdes, 11,8%
nos pais e 11,3% nos controles, ndo sendo observadas diferengas estatisticamente
significativas entre os quatro grupos (x2(3) =0,53; p = 0,91). O gendtipo mutante 1298CC
observado entre os propositos, mies, pais e controles foram, respectivamente: 5,8%, 5,0%,
3,6% e 5.6%. Todas as freqiiéncias alélicas, seja para a mutagdo C677T, seja para a
A1298C, em todos os grupos estudados mostraram-se estar em equilibrio de Hardy-
Weinberg. O genétipo duplamente heterozigoto (CT/AC) foi encontrado em 11,8% dos
propositos, 19,0% das mies, 20,2% dos pais € 13,2% dos controles, ndo sendo observada
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diferengas estatisticamente significativas (x’s) = 3,93; p = 0,27). A distribuigio das
freqtiéncias dos gendtipos homozigoto mutante (TT) e duplo heterozigoto (CT/AC) entre os
sexos dos propositos, bem como entre seus diferentes diagnésticos também ndo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas no presente estudo. Apesar desses
resultados, a maior concentragdo do gendtipo TT entre as espinhas bifidas lombares e
sacrais, sugerem uma possivel associagdo desse gendtipo TT com os defeitos
anatomicamente mais baixos. Finalmente, as freqiiéncias muito baixas ou nulas das
combinagdes genotipicas CT/CC, TT/AC e TT/CC, inclusive na populagdo de controle,

sugerem que tais associagdes sdo pouco vidveis.
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Two current polymorphisms of two point mutations (C677T and A1298C) in the gene of
the methilenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), responsible enzyme for the activation of
the folic acid in the main process of metylation of the homocysteine, come being referred as
predisponent factors to the occurrence of neural tube defects (NTD). The genotype 677TT
determines a thermolable variant of MTHFR, with reduced activity about 50% and,
consequently, increase of the plasmatic homocysteine. With relationship to the second
polymorphism, just the double hetrozygosity (CT/AC) seems to be associated to
biochemical alterations similar to described them for the homozygous 677TT. Although
NTD understands three anatomically different types: anencephaly, encephalocele and spina
bifida, most of the works that studied the relationship among the mutations in the gene of
MTHFR with those defects they made it just including the spina bifida. Epidemiological
evidences, on the other hand, suggest that anencephaly, encephalocele and spina bifida can
be different defects and, possibly, they can be classified as high defects (anencephaly,
encephalocele, cervical and thoracic spina bifida) and low (lumbar and sacrais spina bifida).
The present study investigated, using the technique of PCR, those two mutations in the
gene of MTHFR in newborn carriers of NTD and their parents, understanding 119 families
that were registered in the Program of Perinatal Genetics (PROGEPE) in the period of
September 1987 to December 2000. The obtained frequencies in those families were
compared with those found in a sample of the population of the same area formed by
picked samples of cord blood, in two stages, inside of the period of development of the
project and during the childbirth of newborn alive and serial that didn't present any
morphologic alteration diagnosed until the date of its discharge of the maternity. It was
observed that the frequency of the homozygote mutant 677TT among the proposals was of
13,5%, and among the other groups of 10,1% in the mothers, 11,8% in the fathers and
11.3% in the controls, not being observed statistically significant differences among the
four groups (') = 0,53; p = 0,91). The mutant genotype 1298CC observed among the
proposals, mothers, fathers and controls were, respectively: 5,8%, 5,0%, 3,6% and 5,6%.
All the allelic frequencies, be for the mutation C677T, be for the A1298C, in all the studied
groups they were shown to be in Hardy-Weinberg equilibrium. The double heterozygote
genotype (CT/AC) was found in 11,8% of the proposals, 19,0% of the mothers, 20,2% of
the fathers and 13,2% of the controls, not being observed statistically significant differences
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(3 = 3,93; p = 0,27). The distribution of the frequencies of the homozygote mutant (TT)
and double heterozygote (CT/AC) genotypes among the sexes of the proposals and their
different diagnoses didn't also present statistically significant differences in the present
study. In spite of those results, the largest concentration of the genotype TT among the
lumbar and sacral spinas bifida, suggests a possible association of that genotype TT with
the anatomically lower defects. Finally, the very low or null frequencies of the genotypic
combinations CT/CC, TT/AC and TT/CC, besides in the control population, suggest that

such associations are little viable.
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1.1. DEFEITOS DE FECHAMENTO DO TUBO NEURAL (DFTN)
1.1.1. Embriologia — desenvolvimento e fatores de regulagio

Os detalhes sobre o desenvolvimento embrionario do tubo neural sdo obtidos e
descritos a partir de duas fontes: a embriologia descritiva de embrides humanos e os
estudos experimentais realizados com animais. Anteriormente a formagio do sistema
nervoso central (SNC). trés importantes camadas de células foram geradas. O ‘endoderma’,
a camada mais interna, que dard origem ao tubo digestivo, pulmdes e figado: o
‘mesoderma’, a camada intermedidria, da qual se originardo os tecidos conectivos,
musculos e sistema vascular; e o Ectoderma, a camada mais externa, que dara origem a pele

e a4 maioria dos tecidos do SNC e periférico.

Durante a terceira semana de gestagdo, forma-se no ter¢co caudal do ectoderma
embrionario a partir do ‘né primitivo’ a ‘notocorda’, estrutura responsavel, entre outras,
pela definigdo do eixo embrionario. No mesmo periodo, o0 mesoderma de ambos os lados da
notocorda — para axial — prolifera e se divide em pares, formando os Somitos
(SADLER, 1995; MOORE & PERSAUD, 1998). No 18° dia, uma populagdo de
progenitores neuronais, provavelmente, induzidos pela notocorda e pelo mesoderma
paraxial adjacente, migra do ectoderma ainda indiferenciado para formar no eixo centro-
longitudinal a placa neural (PN). Essas células adquirem rapidamente propriedades
diferenciadas e dio origem aos neurdnios imaturos e as células da glia (NORMAN,
McGILLIVRAY, KALOUSEK et al, 1995a; SADLER, 1995; MOORE & PERSAUD,
1998; JESSELL & SANES, 2000).

O sentido da migracio das células neurais é controlado por dois sistemas
independentes de sinalizagdo. Um sistema padroniza a PN ao longo de seu eixo medial-
lateral, que, apds a neurulagdo, torna-se 0 eixo dorso-ventral do ‘tubo neural’ (TN). O
segundo sistema controla o padrio da PN ao longo do eixo antero-posterior, ou
longitudinal. Sinais ao longo desse eixo dividem o TN em quatro maiores subdivisoes
rostro-caudais: a medula espinhal, o encéfalo posterior, o encéfalo médio, ¢ o encéfalo
anterior (JESSELL & SANES, 2000).
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Em pouco tempo, a placa forma uma depressao central, o ‘sulco neural’, com as
‘pregas neurais’ uma de cada lado, as quais se fundirdo na quarta semana (entre o 22° € 0
28° dia), formando o TN. A formagdo do TN, denominada neurulagdo, inicia-se com a
fusdo das pregas neurais na regido entre o quarto e o sexto par de somitos, correspondente a
futura regifo cervical da medula espinhal (O’RAHILLY & MULLER, 1994). Como
descrito classicamente, a fusdo das pregas neurais prossegue de modo um tanto irregular,
semelhante ao fechamento de wum ziper, nas diregdes cefilica e caudal
(NORMAN, McGILLIVRAY, KALOUSEK et al., 1995¢c; SADLER, 1995; MOORE &
PERSAUD, 1998).

O TN permanece temporariamente aberto em ambas extremidades, onde se
comunica, livremente, com a cavidade amniética. O fechamento do ‘neuroporo anterior’
(NA), ocorre por volta do 25° dia de modo bidirecional, tanto no sentido cranial a partir do
sitio inicial de fechamento na regido cervical, quanto caudal, partindo de uma formacéo
tardia na regido frontal, concluindo-se ao nivel do 18° - 20° somito (MULLER &
O’RAHILLY, 1988; O’RAHILLY & MULLER, 1994). O neuroporo posterior (NP) fecha-
se entre os somitos 30 e 31 cerca de dois dias mais tarde (MULLER & O’RAHILLY, 1987;
O’RAHILLY & MULLER, 1994). O fechamento dos neuroporos coincide com o
estabelecimento da circulagio vascular sangiiinea para o TN (MOORE &
PERSAUD, 1998).

Com o fechamento do NP e a conclusdo da neurulagdo, tem inicio uma segunda
fase do processo de formagdo do TN denominada de ‘neurula¢do secundéaria’ ou
‘canalizagdo’. Nessa etapa, células indiferenciadas do mesénquima transformam-se em
neuroepitélio e formam vaciolos que coalescem formando o ‘broto terminal’, o qual,
caudalmente ao NP, ird aderir-se ao tubo, previamente, formado. O NP € tido como o ponto
de fus@io entre as duas partes do tubo e sua localizagdo parece variar entre os embribes
humanos. O nivel vertebral dessa jungdo tem sido sugerido como estando entre a 11°
tordcica e a 22 sacral (MULLER & O’RAHILLY, 1987; O’'RAHILLY & MULLER, 1994).
Com a fusdo das pregas neurais para formar o TN, algumas células neuroectodérmicas
migram dorso-lateralmente de cada lado do tubo para formar as ‘cristas neurais’, que dardo
origem aos ganglios sensitivos dorsais dos nervos cranianos e espinhais ¢ aos ganglios do
sistema nervoso autdonomo (SADLER, 1995; MOORE & PERSAUD, 1998).
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A diferenciagdo celular, tanto na metade dorsal quanto ventral do tubo neural, €
controlada por mecanismos de indugdo. A padronizagdo ventral € regulada pelas atividades
de uma simples proteina, a sonic hedgehog (SHH), que, dependendo da concentragdo em
que se apresente dispersa no meio, induzird a formagdo de diferentes tipos de células
(RIDDLE, JOHNSON, LAUFER et al., 1993; JESSELL & SANES, 2000). Em contraste, a
padroniza¢do dorsal parece estar envolvida com varios membros da familia das BMP
(proteinas morfogénicas Osseas), cada um dos quais podendo induzir & formac¢do de um

determinado grupo de células (LIEM, TREMML, ROELINK et al., 1995).

Contudo, esses estudos realizados em embrides de galinha mostram que ha um
efeito comum na padronizagdo do TN ventral e dorsal. Em ambas as metades, 0s
mecanismos indutivos s3o, inicialmente, expressados por células ndo-neurais (dorsalmente
pelo ectoderma epidérmico e ventralmente pela notocorda). Dai, através de um processo de
inducdo homeogenética, esses sinais sfio transferidos a células especializadas da glia
localizadas na linha média do TN (a placa tentorial dorsalmente € a placa do soalho
ventralmente). Esse processo, presumidamente, garante que futuras fontes celulares de
sinalizagdo indutiva estejam posicionadas, apropriadamente, para o controle do destino das
células neurais e para permitir os estdgios seguintes do desenvolvimento (RIDDLE,
JOHNSON, LAUFER et al., 1993; LIEM, TREMML, ROELINK et al., 1995; JESSELL &
SANES, 2000).

Com o fechamento do neuroporo cefalico ao nivel do quarto par de somitos na
quarta semana de gestagdo, inicia-se o processo de desenvolvimento do encéfalo com a
formagéo das trés ‘vesiculas encefélicas’ primarias: o ‘prosencéfalo’ ou encéfalo anterior, o
‘mesencéfalo’ ou encéfalo médio, e o ‘rombencéfalo’ ou encéfalo posterior. Na quinta
semana, o encéfalo anterior divide-se, parcialmente, em duas vesiculas, o ‘telencéfalo’ e o
‘diencéfalo’, enquanto o rombencéfalo divide-se, parcialmente, em metencéfalo e
‘mielencéfalo’ (MULLER & O’RAHILLY, 1988).

Na continuidade do desenvolvimento, o mielencéfalo torna-se o ‘bulbo’
(‘medula oblonga’) e o metencéfalo dard origem a ponte e ao cerebelo (MULLER &
O’RAHILLY, 1988). Estudos comparativos realizados com larvas de Drosophilla e

embrides humanos e de camundongos mostram os genes Hox expressando-se em dominios
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que se sobrepdem, seqiiencialmente, ao longo do eixo crénio-caudal da medula e do
rombencéfalo em formagdo. E sugerido que esses genes estejam implicados no controle da
identidade do rombencéfalo e que o 4cido retinbico possa agir como modulador de sua
expressdo (GRAHAN, PAPALOPULU, KRUMLAUF, 1989; MARSHALL, NONCHEV,
SHAM et al. 1992).

Excetuando-se a por¢do mais caudal do encéfalo posterior, o encéfalo médio € a
parte do encéfalo primitivo que menos sofre alteragdes (MULLER & O’RAHILLY, 1988)
e seus neurdnios estdo envolvidos em fungdes essenciais como, por exemplo, aspectos da
atividade motora controlada pelos neurdnios dopaminérgicos da ‘substincia nigra’, e o
processamento das informagdes visuais e auditivas pelos ‘coliculos superiores’ e
‘inferiores’ respectivamente (SADLER, 1995; MOORE & PERSAUD, 1998; JESSELL &
SANES, 2000). Estudos feitos com embrides de galinhas e ratos referem que duas
moléculas de sinalizagdo, o Wnt-1 e o FGF8, sdo secretadas a partir das células do istmo
(porgdo mais cranial da ponte, no limite com o mesencéfalo) e controlam a diferenciagdo do
cérebro médio, padronizando a polarizagdo das células na formagdo dos distintos nucleos
ventrais e dorsais (McMAHON & BRADLEY, 1990; CROSSLEY, MARTINEZ,
MARTIN, 1996). HYNES, PORTER, CHIANG et al. (1995) sugerem que o SHH seja

responsavel pela indug@o da diferenciagdo das células dopaminérgicas do mesencéfalo.

Antes do fechamento do neuroporo rostral, aparecem duas proeminéncias
laterais de cada lado do prosencéfalo, as ‘vesiculas Opticas’, que dar@o origem a retina e ao
nervo oOptico. Logo surge um segundo par de diverticulos mais dorsal e rostralmente, as
‘vesiculas cerebrais’ ou ‘telencefélicas’, que sdo os primordios dos ‘hemisférios cerebrais’
e constituem a maior parte do telencéfalo. A parte caudal ou posterior do encéfalo anterior €
denominada diencéfalo. Nele desenvolvem-se o epitdlamo, o ‘talamo’ e o ‘hipotdlamo’, que
estdo, intrinsecamente, relacionados com a regulagdo de atividades hormonais, emocionais
e corticais nos mamiferos e na maioria dos vertebrados (MULLER & O’RAHILLY, 1988).

O desenvolvimento do encéfalo anterior aparenta ser subdividido ao longo de
seu eixo rostrocaudal. Na zona de limite intertalimica, o SHH € expresso e parece atuar
padronizando as células do prosencéfalo de modo semelhante ao que ocorre com as células
do istmo em relagio ao mesencéfalo (JESSELL & SANES, 2000). Em telencéfalos de
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ratos, a perda das ‘proteinas de homeodominio” DLX-1 e DLX-2 leva a defeito de migragdo
das ‘células progenitoras estriatais’, resultando numa marcante deplecdo de neurdnios

produtores de ‘acido y-aminobutirico’ (GABA) no neocortex (ANDERSON, EISENSTAL,
SHIH et al., 1997).

Teoria dos miiltiplos sitios de fechamento do tubo neural

Como descrito tradicionalmente, a forma¢do do TN inicia-se com a fusdo das
pregas neurais na regido entre o 4° e o 6° pares de somitos, prosseguindo de modo meio
irregular tanto no sentido caudal quanto craniano, semelhante ao fechamento de um ziper
(O’'RAHILLY & MULLER, 1994). Contudo, recentes observagdes e estudos realizados
com animais de laboratério, inclusive ratos, levaram a formulagdo da hipétese de que
haveria multiplos sitios de fechamento envolvidos na formagdo do TN em humanos

(SAKAY, 1989; JURILOFF, HARRIS, TOM et al., 1991).

VAN ALLEN, KALOUSEK, CHERNOFF et al. (1993), baseados nessas novas
evidéncias e em outras obtidas a partir da avaliagdo de casos de DFTN, propuseram que,
semelhante ao que ocorre nos ratos, também, no ser humano, o TN se fecharia a partir de
multiplos sitios, possivelmente cinco. Segundo eles, essa teoria explicaria de modo mais
adequado a ocorréncia dos variados quadros descritos como fazendo parte do grupo dos
DFTN. De acordo com a teoria de VAN ALLEN, KALOUSEK, CHERNOFF et al., o TN

se fecharia da seguinte forma:

O primeiro contato das pregas neurais (sitio 1) ocorre entre os pares de somitos
2 e 4, no presumido limite entre a medula espinhal e o mielencéfalo, e prossegue,
bidirecionalmente, formando, caudalmente, a coluna torcica € o neuroporo posterior, €.

rostralmente, até as fossetas épticas (limite inferior do rombencéfalo).

O segundo ponto de fusdo (sitio 2) ocorre na jungdo entre o prosencéfalo e o
mesencéfalo e prossegue bidirecionalmente, formando dois neuroporos rostrais, um na
regido do prosencéfalo e outro na regido do mesencéfalo. Caudalmente, o sitio 2 continua
até unir-se com o sitio 4 no limite superior do rombemcéfalo e, rostralmente, prossegue

sobre o prosencéfalo até encontrar o sitio 3.
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O terceiro ponto de fechamento (sitio 3) inicia-se na terminac¢do mais rostral das
pregas neurais (correspondente a posigdo do ldbio superior na face) e prossegue
caudalmente, fechando o neuroporo prosencefilico, para encontrar-se com o sitio 2 no
ponto correspondente a regido interorbitaria da face. O quarto sitio de fechamento (sitio 4)
inicia-se na terminagdo caudal do rombencéfalo e continua de modo unidirecional no

sentido rostral até encontrar-se com o sitio 2 e concluir o fechamento do TN.

Nos seres humanos, o quinto ponto de fechamento (sitio 5) corresponderia ao
local da fusdo entre as células do broto terminal, constituido pelo processo de canalizagdo, e
TN recém-formado numa posigdo descrita como estando entre a 11* vértebra toracica e a 2°

sacral.

Posteriormente, estudos epidemiolégicos e trabalhos, descrevendo alguns casos
de criangas e fetos com DFTN, especialmente aqueles com defeitos descontinuos, deram
sustentacdo ao conceito de haver miltiplos sitios de fechamento do TN (SELLER, 1995a;
SELLER, 1995b; MARTINEZ-FRIAS, URIOSTE, BERMEJO et al., 1996; MARTINEZ-
FRIAS, SANCHIS, APARICIO et al., 1998; VAN ALLEN, 1996; CAVALCANTIL, NERI,
PESSOTO et al., 1998).
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Um estudo desenvolvido, recentemente, no Japao (NAKATSU, UWABE,
SHIOTA, 2000), com embriées humanos, confirmou a teoria de que o TN humano se fecha
através dos multiplos sitios, porém de modo diferente aquele observado entre os outros
animais. Segundo eles, hd apenas trés sitios. O sitio A € aquele, largamente, descrito e
aceito como o ponto inicial de fusfo das pregas neurais na posigdo correspondente a futura
regido cervical. Ele prossegue de modo bidirecional, unindo-se, rostralmente, com o sitio B,

e, caudalmente, continua até o fechamento total do neuroporo posterior.
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O sitio B foi localizado no limite entre o mesencéfalo e o rombencéfalo.
Prosseguindo de modo bidirecional, ele se encontra, caudalmente, com o sitio A sobre o
rombencéfalo e, rostralmente, com o sitio C. O sitio C inicia-se na por¢do mais rostral das
pregas neurais e prossegue, unidirecionalmente, no sentido caudal, para encontrar-se com o

sitio B sobre o prosencéfalo e, assim, fechar o neuroporo anterior.

Essas novas observagdes sdo de extrema importdncia, pois demonstram haver
diferengas consideraveis entre as espécies no modo como o TN se fecha, indicando que se

deve ser bastante cuidadoso ao se extrapolar dados de animais para seres humanos.

1.1.2. Definicdes, nomenclaturas e aspectos clinicos

A abundéncia de sindnimos na terminologia relativa aos DFTN ja foi observada
héa muito tempo. Apesar de ser tedrica e, aparentemente, facil definir ¢ denominar os
DFTN, ainda hoje, o que se observa na prética é a total auséncia de uma padroniza¢io
internacional na nomenclatura dessas anomalias. DOLK & SELLER (1993) observaram,
entre patologistas da Europa, um consenso quanto a defini¢do de diagnésticos, porém cada
profissional possuia uma denominag@o propria para cada caso. Com o objetivo de ser a
mais didética possivel, esta tese buscard apresentar as definicdes e nomenclaturas mais,
amplamente, empregadas, sem, contudo, deixar de referir aquelas menos difundidas.
Embora a maioria dos estudos de DFTN considerarem, apenas, a anencefalia e as espinhas
bifidas, o espectro clinico dessas entidades, também, inclui a encefalocele e a
craniorraquisquises (DOLK & SELLER, 1993; HUNTER, 1993; TOLMIE, 1996).

A anencefalia € descrita, geralmente, como uma malformagéo letal, embora, em
raras ocasides, o feto anencefilico pode nascer vivo, ter os reflexos primarios auditivos,
vestibular e de estimulo a dor, além de sobreviver por varios dias (TOLMIE, 1996).
Caracteriza-se principalmente pela falta parcial ou completa da abébada craniana, calvaria e
de um cérebro normal, o qual é substituido por massa angiomatosa (LAURENCE, 1993;
LARROCHE & ENCHA-RAZAVI, 1997). Na face, a auséncia dos ossos frontais acima

das cristas orbitéarias, que estdo retraidas, causando a protrusdo dos globos oculares, da a
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crian¢a uma aparéncia, caracteristicamente, grotesca, semelhante a face de um sapo, sendo
denominada, por alguns autores, como fendtipo de batraquio (VOLPE, 1995; LARROCHE
& ENCHA-RAZAVI, 1997).

Figura 3: Anencefalia — vista dorsal.

O defeito pode estender-se da lamina terminal, sitio de fechamento mais rostral
do TN, até o forame magno, aproximadamente o sitio inicial de fechamento do NA,
atingindo toda calota craniana (VOLPE, 1995). Quando isso ocorre, a malformagdo €
denominada ‘holoacrania’ ou ‘holoanencefalia’. Quando, apenas, parte da abobada craniana
¢ afetada, o defeito é definido como ‘meroacrania’ ou ‘meroanencefalia’ (DOLK &
SELLER, 1993: HUNTER, 1993; LAURENCE, 1993; VOLPE, 1995; TOLMIE, 1996;
LARROCHE & ENCHA-RAZAVI, 1997).

O quadro de holoacrania corresponde a 65% dos casos de anencefalia, e cerca
de 50 — 80% das vezes associa-se a falhas no fechamento da medula espinhal
(‘raquisquises”) (HUNTER, 1993; LAURENCE, 1993). Quando isso ocorre, 0 defeito €
denominado de ‘craniorraquisquise’ ou ‘raquisquise crinio-espinhal’ (DOLK & SELLER,
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1993; VOLPE, 1995; LARROCHE & ENCHA-RAZAVI, 1997). A raquisquise pode ser
curta, porém, algumas vezes, toda a extensdo da placa neural pode estar exposta,
representando uma falha completa da neurulagdo (LAURENCE, 1993; VOLPE, 1995;
TOLMIE, 1996).

As visceras e extremidades podem estar bem desenvolvidas, mas os pulmdes,
geralmente, sdo hipopldsicos. Podem ser encontradas, como malformagdes associadas,
fenda de labio e/ou palato, ciclopia, sindactilia, auséncia de radio e/ou polegar, pés tortos,
onfalocele, dnus imperfurado, hérnias, hiperplasia de timo e anomalias cardiacas e renais,
mas nenhum padrdo definitivo de defeitos associados pdde ser estabelecido (LARROCHE
& ENCHA-RAZAVI, 1997). Defeitos neuroenddcrinos sdo freqiientes. A hipoplasia da
hipéfise leva a falha no desenvolvimento dos 6rgdos enddcrinos que dependem de seu
estimulo. Insuficiéncia adrenal pode estar associada & hipoplasia adrenocortical. A hipofise

posterior € hipoplasica e pode causar clinica de diabetes insipidus (JACOBSON, 1989).

A ‘espinha bifida’ (EB) ¢ determinada por um defeito de fechamento 6sseo na
coluna vertebral, geralmente posterior, podendo apresentar-se aberta com exposi¢do da
placa neural ou tecido neural rudimentar (‘raquisquise”), ou resultar num saco hernidrio, o
qual podera constituir-se, apenas, de meninges recobertas por pele e preenchidas por liquor
(‘mielocele’) ou conter, também, em seu interior, tecido nervoso (‘mielomeningocele’)
(DOLK & SELLER, 1993; HUNTER, 1993; LAURENCE, 1993; VOLPE, 1995; TOLMIE,
1996; LARROCHE & ENCHA-RAZAVI, 1997). Mielodisplasia em graus variados sempre
estd presente e, geralmente, o desenvolvimento dos nervos periféricos ndo € afetado

(LINDSETH, 1990; TACHDJIAN & McLONE, 1990).

Revisdo Bibliogrdfica
64



Figura 4: Espinha bifida toracolombar

— vista dorsal.

As lesdes podem ocorrer em qualquer nivel ao longo do eixo espinhal, mas, em
75% dos casos, sdo vistas na regido lombossacral, seguindo-se da coluna cervical, estando,
apenas, um pequeno numero de lesdes dispersas ao longo da regido tordcica (TACHDIJIAN
& McLONE, 1990; BEHRMAN, KLIEGMAN, JENSON, 2000). Quanto mais alto o nivel
da lesdo, maior a probabilidade de grave envolvimento neuroldgico. Contudo, nas lesdes
cervicais, o déficit neuroldgico é, geralmente, minimo, porque na maioria sdo simples
meningoceles com sacos de colo curto (JACOBSON, 1989; LINDSETH, 1990).

Na EB podem estar associadas anomalias do cerebelo e tronco cerebral, como
as malformacdes de Arnold-Chiari e de Dandy-Walker, principais responsaveis pelo
desenvolvimento de hidrocefalia. A hidrocefalia estd presente em 73% dos pacientes, sendo
25% observados ao nascimento (JACOBSON, 1989; TACHDJIAN & McLONE, 1990;
VOLPE, 1995). Alteragdes secundarias no cérebro desenvolvem-se como resultado de
aumento da pressdo devido a hidrocefalia o que indica a avaliagdo ultra-sonografica trans-
fontanela nas rotinas pré- e pos-operatoria (LAURENCE, 1993; TACHDIIAN &
McLONE, 1990; BEHRMAN, KLIEGMAN, JENSON, 2000).
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Anomalias congénitas associadas ocorrem independentemente do nivel da lesdo
e estdo presentes em aproximadamente um tergo dos pacientes com EB. A alta incidéncia
de luxag¢do congénita do quadril, talipes equinovaro, hemivértebra, outras anomalias da
coluna e anormalidades do sistema génito-uinario s3o notadas. Na possibilidade de
cardiopatia congénita, malformagdes do trato gastrintestinal, palato fendido, cisto pilonidal
ou anus imperfurado deve ser excluida durante o exame e o diagnéstico de DFTN isolado
(LAURENCE, 1993; TACHDJIAN & McLONE, 1990; BEHRMAN, KLIEGMAN,
JENSON, 2000).

Durante a avaliagdo clinica, a quantidade de tecido nervoso dentro do saco pode
ser determinada por transilumina¢do num quarto escuro e a extensdo dos defeitos dsseos
nas vértebras é notada por suave palpagdo e confirmagdo através de radiografias antero-
posteriores e laterais de toda e coluna (POLLAY, 1983; TACHDJIAN & McLONE, 1990;
VOLPE, 1995). Outros sinais clinicos, mais comumente, observados sdo a falta de controle
dos esfincteres anal e vesical e a perda parcial ou total do tdnus muscular e da sensibilidade
(JACOBSON, 1989; TACHDJIAN & McLONE, 1990; VOLPE, 1995; BEHRMAN,
KLIEGMAN, JENSON, 2000). Embora 10% dos afetados apresentem controle vesical
normal (RINK & MITCHELL, 1984), a insuficiéncia renal pode ocorrer por infecgdes
cronicas do trato urindrio, sendo uma das principais causas de débito (POLLAY, 1983;

JACOBSON, 1989; BEHRMAN, KLIEGMAN, JENSON, 2000).

Cerca de 50% a 90% das criangas com EB vdo a o6bito precocemente, quando
nio tratadas, principalmente, em decorréncia de infec¢des do SNC, o que indica a profilaxia
com antibidticos logo apdés o nascimento. Por outro lado, das criangas que receberam
tratamento clinico e cirtirgico precoce, cerca de 70% ndo apresentam complicagdes no pos-
operatério e passam dos seis anos de vida (LAURENCE, 1966; JACOBSON, 1989;
LINDSETH, 1990; BEHRMAN, KLIEGMAN, JENSON, 2000). Na idade adulta, cerca de
um ter¢o dos sobreviventes sdo capazes de caminhar mais de 50 metros e 54% possuem

vidas independentes, sendo 21% deles profissionais autdnomos (TOLMIE, 1997).

Pelo fato das criangas com EB terem multiplas dificuldades e cada deformidade
ou disfungdo requerer a atengdo freqiiente de muitas especialidades clinicas e cirargicas, ¢

imprescindivel que esses pacientes sejam acompanhados por equipes multidisciplinares
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compostas de cirurgido pedidtrico, ortopedista pediatrico, cirurgido urologista e
neurologista infantil, além dos profissionais de apoio, assistente social, psicologo.
fisioterapeuta e terapeuta ocupacional. E fundamental uma abordagem positiva, logo apds o
nascimento, com indica¢do precisa e precoce das intervengdes cirirgicas e atividades de
reabilitagdo necessarias, além de um adequado apoio psicoldgico aos pais, orientando sobre
o importante papel das associagdes de pais de EB na educagdo e no suporte moral desses

pacientes (COLGAN, 1981; TACHDIJIAN & McLONE, 1990).

A ‘espinha bifida oculta’ corresponde a um defeito nos arcos vertebrais o qual ¢
coberto por pele e, geralmente, ndo envolve o tecido nervoso subjacente. Essa anomalia €
observada, geralmente, na regido lombossacral (L4-S1), sendo marcada usualmente por um
tufo piloso sobrejacente a regido afetada. Na quase totalidade dos casos, representa achado
radiolégico ocasional, sendo observada em cerca de 5 a 20% dos adultos assintomaticos

(LAURENCE, 1993; TOLMIE, 1996).

Figura 5: Ecefalocele occipital —

vista dorsal.
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Existem duas formas de disrafismo, que afetam o cranio, acarretando protrusio
do tecido através de falha 6ssea na linha média, denominada ‘cranio bifido’ (LAURENCE,
1993: BEHRMAN, KLIEGMAN, JENSON, 2000). A ‘meningocele craniana’ ou
‘cefalocele’ consiste de um saco meningeo, cheio de liquor e recoberto por pele ou uma
fina membrana. Quando hd presenca de tecido cerebral dentro desse saco hernidrio,
denomina-se ‘meningoencefalocele’ ou ‘encefalocele’ (ENC) (HUNTER, 1993;
LAURENCE, 1993; VOLPE, 1995; TOLMIE, 1996; LARROCHE & ENCHA-RAZAVI,
1997). As encefaloceles ocorrem em 70 a 85% das vezes na regido occipital, mas também
sio observadas com menor freqiiéncia nas regides frontal, parietal e basal (FOWLIE &
CONSTANTINE, 1993; HUNTER, 1993; LAURENCE, 1993; VOLPE, 1995; TOLMIE,
1996; LARROCHE & ENCHA-RAZAVI, 1997).

Por ocasido do nascimento, com exclusdo das nasofaringeas, todas as ENC
podem ser, facilmente, diagnosticadas. O tamanho da malformagdo ndo reflete o seu
conteudo, pois, na maioria das vezes, as grandes ENC s6 contém no seu interior liquor, com
adelgagada faixa de tecido nervoso (HUNTER, 1993; PLESE & CIQUINI, 1996). As ENC
podem ser pedunculadas ou sésseis, sendo a primeira forma mais freqiente. Quando
occipitais, podem associar-se a espinha bifida cervical (JACOBSON, 1989; VOLPE, 1995;
McCOMB, 1996; PLESE & CIQUINI, 1996). Microcefalia, malformagdo de Arnold-
Chiari, porencefalia, hipoplasia de cerebelo, agenesia do corpo caloso, displasia de nervo
6ptico, mielodisplasia e fenda palatina sdo os defeitos que, mais freqiientemente, se
associam a2 ENC (COHEN & LEMIRE, 1982; PLESE & CIQUINI, 1996). Se s@o grandes ¢
acompanhadas de microcefalia, o prognéstico € péssimo, pois isso denota ter havido
grandes disturbios na embriogénese encefalica (McCOMB, 1996; PLESE &
CIQUINI, 1996).

As ENC de localizacdo frontal, geralmente, apresentam quadro bizarro ao
nascimento, mas, contrariamente, s occipitais, sdo de bom prognostico, sendo que a grande
maioria contém, praticamente, apenas liquor (McCOMB, 1996; PLESE & CIQUINI, 1996).
As da base s6 podem ser detectadas por exame otorrilaringoldgico, em criangas portadoras
de obstrucdo cronica das vias aéreas superiores ou com fistula liquérica espontinea €

meningites recorrentes. Disturbios neuroenddcrinos ocorrem, particularmente, naquelas
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ENC basais que envolvem a sela tircica e o seio esfenoidal, sendo também esses disturbios
sinais cardinais para investigacdo (ELLYIN, KHATIR, SINGH, 1980; PLESE &
CIQUINI, 1996).

A investiga¢io complementar pode ser obtida desde técnicas muito simples.
como a transiluminagdo, a radiografia do cranio, até as mais modernas e complexas
possiveis, como a tomografia computadorizada. O advento da ressonancia magnética
praticamente suprimiu a execugdo dos exames existentes anteriormente. OQutros exames
teis e que podem ser usados sdo a angiografia, ventriculografia gasosa, o©
eletroencefalograma e o exame de liquor. A avaliagdo otorrinolaringologica ¢
imprescindivel para a localizagdo exata das formas basais (JACOBSON, 1989; VOLPE,
1995; McCOMB, 1996; PLESE & CIQUINI, 1996).

Ha indicagdo cirirgica, excetuando-se os casos com grave lesdo encefalica.
Quando a malformagdo é pequena, coberta por pele normal e integra, sem crescimento
anormal da cabega, deve-se aguardar melhor vitalidade da crianca para realizar a cirurgia.
A mortalidade é pequena. Os principais déficits neurolégicos encontrados no pos-
operatério sdo alteragdes visuais, rebaixamento mental e discreto déficit motor, que a
maioria dos autores relata como sendo conseqiiéncias a outras malformagGes ou areas de
enfarte causadas por tragdo excessiva do saco da ENC sobre as artérias (POLLAY, 1983;
TACHDJIAN & McLONE, 1990; VOLPE, 1995).

A ‘iniencefalia’ é uma grave malformagdo da coluna cervical na qual ocorre
fusdo de vértebras e espinha bifida associadas a uma falha do osso occipital, na qual o
forame magno tem continuidade com a fontanela posterior, podendo haver protrusdo de
parte do cérebro e cerebelo para dentro do canal medular torcico. Clinicamente, observa-se
a cabeca, gravemente, retrofletida, com a face voltada para cima, importante lordose
cérvico-toracica e auséncia de pescogo. Ela pode ser classificada como aberta ou fechada,
conforme esteja ou ndo associada a anencefalia ou raquisquise (HUNTER, 1993; TOLMIE,
1996; LARROCHE & ENCHA-RAZAVI, 1997).
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A determinagdo exata de quais quadros poderiam ser incluidos no grupo dos
DFTN € muito complexa e depende, em grande parte, da experiéncia e da visdo clinica de
cada profissional. Provavelmente devido ao fato de suas incidéncias serem muito baixas, a
maioria dos pesquisadores nfo incluem a encefalocele e a iniencefalia em seus estudos
sobre 0os DFTN (BOTTO, MOORE, KHOURY et al, 1999; LAURENCE, CARTER,
DAVID, 1968). Em especial, a iniencefalia ndo é reconhecida como um DFTN pela maioria
dos autores (FOWLIE & CONSTANTINE, 1993; LAURENCE, 1993; VOLPE, 1995;
BEHRMAN, KLIEGMAN, JENSON, 2000), a0 mesmo tempo em que uma série de outros
quadros — fistula cutdnea, medula espinhal ancorada, siringomelia, lipoma envolvendo o
cone medular e diastematomielia — menos freqiientes e relacionados de modo menos direto
com os processos de neurulagdo e canalizagdo sdo citados pelos mesmos autores como

fazendo parte desse grupo.

1.1.3. Classificacdo — embasamentos embriolégicos e clinicos

Ha alguns anos, duas maneiras distintas de classificagio dos DFTN foram
propostas e sdo amplamente empregadas até hoje. Em 1985, TORIELLO & HIGGINS,
analisando as possiveis causas da heterogeneidade etiolégica dos DFTN, propuseram uma
classificago baseada no nivel da lesdo em relagdo a origem embriolégica do TN —
neurulagdo e canalizagdo. Apesar de o ponto de jungio entre as por¢des do TN formadas na
neurulagdo e na canalizagio ndo estar, precisamente, definido, podendo localizar-se entre a

11* vértebra tordcica e a 2° sacral, os autores propuseram, como nivel padrio, a 112 toracica.

De acordo com essa teoria, os DFTN podem ser subdivididos em altos e baixos.
Os defeitos altos seriam aqueles decorrentes de falhas no processo de neurulagdo,
correspondendo as anomalias que ocorram desde a face até a espinha toracica. Os defeitos
baixos corresponderiam as falhas ocorridas no processo de canalizagio, o que estaria
limitado as espinhas bifidas lombares, sacrais e lombossacrais. As craniorraquisquises que

se estenderem até a coluna sacral sdo denominadas de defeitos totais ou completos.
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Em 1988, LEMIRE propds uma classificagdo também baseada na embriologia,
porém relacionada aos eventos ocorridos apenas em relagdo a conclusdo do processo de
neurula¢do, por volta do 27° dia de gestagdo. Segundo ele, os DFIN podem ser
classificados como abertos e fechados. Os defeitos abertos seriam aqueles que ocorreram
antes do 27° dia de gestagdo, tendo como principal caracteristica clinica a exposi¢do da
placa neural. Os defeitos fechados seriam os que se desenvolveram apds concluida a

neurulagdo, apresentando-se como anomalias recobertas por pele ou uma fina membrana.

Uma terceira classificagdo bem menos empregada foi proposta por HOLMES.
DRISCOLL, ATKINS (1976) e reforcada por KHOURY, ERICKSON, JAMES (1982).
Segundo eles, dependendo da presenga de outras malformagdes maiores associadas, 0s
DFTN poderiam ser classificados em conjunto e dentro do contexto como anomalias
isoladas ou multiplas. Embora, HOLMES, DRISCOLL, ATKINS (1976) tenham sugerido
que as causas dos DFTN associados a outras anomalias sejam diferentes daquelas
observadas nos isolados, supondo uma possivel heterogeneidade neste grupo de defeitos,

todos os estudos tendem a descreve-los de modo agrupado ainda hoje.

A questdo da provavel heterogeneidade entre os diversos DFTN ¢ levantada por
outros trabalhos (KHOURY, ERICKSON, JAMES, 1982; TORIELLO & HIGGINS, 1985;
DRAINER, MAY, TOLMIE, 1991; PARK, STEWART, KHOURY et al., 1992), além de
ser empregada como fundamento para reforgar a classificagéo proposta por TORIELLO &
HIGGINS (1985), sugerindo tratar-se possivelmente de entidades distintas, com diferentes
etiologias, que, por serem interligadas apenas por uma aparéncia clinica comum, podem
estar sendo estudadas equivocadamente como um unico grupo (SELLER, 1990;
DRAINER, MAY, TOLMIE, 1991; TOROK & PAPP, 1991; PARK, STEWART,
KHOURY et al., 1992; DIRKS & RUTKA, 1996).

1.1.4. Epidemiologia — varia¢des populacionais, temporais e pelo sexo

Aproximadamente, um ter¢o de todas as malformagdes diagnosticadas no
periodo perinatal s3o do SNC e os DFTN representam cerca de 85% desses diagnosticos,
estando assim entre as anomalias congénitas mais comuns (KURTZKE, GOLDBERG,
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KURLAND, 1973; MOORE, 1990). As taxas de incidéncia dos DFTN podem variar ndo
somente de acordo com a influéncia de fatores individuais, temporais e regionais, mas

também conforme as metodologias de registro e de avaliagdo aplicada a cada caso.
Variagio geogrifica na prevaléncia total

Os DFTN apresentam incidéncias altamente variadas quando sdo observados os
resultados dos diversos estudos realizados pelo mundo, com taxas que variam em até
quarenta vezes entre as areas de maior € menor prevaléncia (HUNTER, 1993), embora
alguns autores acreditem que essas diferengas regionais possam ser atribuidas em grande
parte a aplicagdio de metodologias diferentes no momento do registro dos casos
(EUROCAT, 1991). Em geral, as diferencas geograficas sdo maiores para as anencefalias
que para as espinhas bifidas (HUNTER, 1993).

Poucas regides do mundo, no entanto, apresentam uma variagdo na incidéncia
t30 marcante quanto as encontradas na China ¢ na Europa. Na China, foram observadas
variagdes de cinco a seis vezes entre as taxas mais altas e mais baixas. As incidéncias mais
altas foram encontradas entre as provincias do Norte (73 para cada 10.000 nascidos em
meédia) e na regido de Beijing (55 para cada 10.000 nascimentos), enquanto nas provincias
do Sul a incidéncia média encontrada foi de 16 para cada 10.000 nascidos (MELNICK &
MARAZITA, 1998). Em Hong-Kong a incidéncia das anencefalias é de 7,9 e a das
espinhas bifidas € de 1,2 para cada 10.000 nascimentos (GHOSH, WOO, POON
et al., 1981).

Na Europa, no periodo de 1980 a 1986, o EUROCAT (1991) encontrou taxas
de prevaléncia nas Ilhas Britdnicas duas a trés vezes maiores que aquelas observadas no
restante do continente. Entre os registros das Ilhas Britanicas, mais de 30 casos por 10.000
foram registrados em Glasgow, Dublin, na Irlanda do Norte ¢ em Glamorgan do Sul;
Liverpool apresentou taxa de 26 por 10.000 e Galway de 24 por 10.000. Essa
heterogeneidade nas taxas de prevaléncia total entre os seis centros foil considerada
altamente significativa. Nos outros oito centros europeus, todos no continente, a taxa de
prevaléncia total dos DFTN variou de 10,7 (Paris) a 14,3 (Groningen) por 10.000
nascimentos. Essas taxas ndo foram, significativamente, heterogéneas e a média ficou em
11,5 por 10.000.
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Alexandria, no Egito, apresenta uma das mais altas taxas de prevaléncia de
DFTN (51,4 por 10.000) segundo estudo da Organizagdo Mundial da Saude
(MYRIANTHOPOULOS, 1987). O Norte da India, particularmente as regides de Amritsar
e Chandigarh, cujas populagdes sdo de etnia predominantemente Sikh, também apresenta
altas incidéncias de DFTN, ao contrario de Bombay, Madras, Pondicherry e Calcutta
(VERMA, 1978). Na Australia a incidéncia de anencefalia ¢ aproximadamente a mesma do
Sul da China, 7 — 8 por 10.000 (BOWER, HOBBS, CARNEY et al., 1984) e no Japao ela é
ainda menor 4,3 — 6,4, enquanto para as espinhas bifidas estd entre 2 — 8 por 10.000
nascimentos (NEEL, 1958).

KURTZKE., GOLDBERG, KURLAND (1973) acreditam que as baixas
incidéncias dos DFTN encontradas nas Américas Central e do Sul, possam ser atribuidas,
pelo menos em parte, a registros incompletos. Em artigo de revisdo de literatura a
incidéncia de DFTN na América Latina e Caribe foi estimada em 13 por 10.000
nascimentos (PEREZ-ESCAMILLA, 1995). Na América do Sul a andlise dos registros de
casos feitos pelo ECLAMC no periodo de 1967 a 1979 mostrou, em cada 10.000
nascimentos, uma incidéncia de 6,0 para as anencefalia, 6,2 para as espinhas bifidas e de
2.4 para as encefaloceles (CASTILLA & ORIOLI, 1985). No Brasil os dados de literatura
estdo restritos, quase exclusivamente, ao Estado de Sdo Paulo, sendo estimados entre 8,3 e
18,7 por 10.000 nascimentos (OGATA, CAMANO, BRUNONI, 1992).

Tendéncias seculares

Variagdes nas taxas de incidéncia dos DFTN, ao longo do século passado, vém
sendo referidas por varios autores nas ultimas décadas. STONE ( 1987), revendo as
incidéncias dos DFTN na América do Norte, observou variagdes ao longo do tempo desde
1890 com picos de prevaléncia no inicio das décadas de 30, 50 e 60. Posteriormente, YEN,
KHOURY, ERICKSON et al. (1992) apresentaram dados bastante semelhantes, referentes,
exclusivamente, aos Estados Unidos onde a incidéncia dos DFTN caiu de 13 por 10.000
nascimentos em 1970 para 6 por 10.000 nascimentos em 1989. Variacdes similares
ocorreram, varios anos mais tarde, no Reino Unido, e tendéncias de queda tém sido
relatadas em varios paises, incluindo Irlanda do Norte, Hungria, Holanda, Australia, Nova
Zelandia, Suécia e Alemanha nas ultimas décadas (HUNTER, 1993).
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CASTILLA & ORIOLI (1985) observaram que, na América do Sul, as
incidéncias de anencefalia entre os nascidos vivos permaneceram relativamente estaveis no
periodo entre 1967 e 1979, ao contrario do que ocorreu com as espinhas bifidas, que
aumentaram. CASTILLA, LOPEZ-CAMELO, PAZ (1995), também, ressaltam que, ao
contrario do que ocorre no primeiro mundo, a incidéncia dos DFTN na América Latina

ainda vem-se mostrando instavel e uma tendéncia ao aumento foi observada até 1992.
Variagdes por grupo étnico e pelo sexo

E amplamente sabido que as taxas de prevaléncia da anencefalia sdo maiores na
populagdo branca que entre os negros (KURTZKE, GOLDBERG, KURLAND, 1973;
ERICKSON, 1976; MYRIANTHOPOULOS & MELNICK, 1987). As evidéncias de
variagdes raciais para as espinhas bifidas sdo conflitantes, embora KURTZKE,
GOLDBERG, KURLAND (1973) e MYRIANTHOPOULOS & MELNICK (1987),
também, tenham encontrado incidéncias até duas vezes maiores entre os brancos que entre
os negros. Nas populagdes da Califérnia (STRASSBURG, GREELAND, PORTIGAL et
al., 1983; SHAW, VELIE, WASSERMAN, 1997) e do Texas (HENDRICKS, SIMPSON,
LARSEN, 1999) de ascendéncia latina as taxas de prevaléncia dos DFTN foram maior que
aquelas observadas entre a populagdo branca local mesmo comparando as geragdes ja

nascidas nos Estados Unidos.

Entre os descendentes de imigrantes, a incidéncia dos DFTN tende a ser
intermedidria entre aquela observada no pais de origem e o da nova residéncia
(MYRIANTHOPOULOS, 1987). Esse fato foi constatado por NAGGAN & MacMAHON
(1967) entre a populagdo irlandesa de Boston que apresentava Texas de prevaléncia para
DFTN maiores que a populagdo nativa local, porém menores que as registradas na Irlanda
no mesmo periodo. Entre os filhos dos japoneses nascidos no Havai, a incidéncia dos
DFTN estava bem acima das taxas observadas no Japdo, porém ndo tdo alta quanto a da
populagdo branca havaiana (MYRIANTHOPOULOS, 1987). A mesma tendéncia foi
encontrada por BAIRD (1983) e confirmada por HALL, FRIEDMAN, KENNA et al.
(1988) entre os Sikhs que vivem na provincia de Bristish Columbia, Canada, os quais tém
uma incidéncia mais de duas vezes maior que a populagdo nativa, contudo inferior 4 metade
daquela observada entre os Sikhs do Nordeste da India.
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A recorréncia maior dos DFTN sobre 0 sexo feminino tem sido observada numa
razdo que chega a 9:1 (GHOSH, WOO, POON et al., 1981; MYRIANTHOPOULOS &
MELNICK, 1987; TOLMIE, 1997), embora esta diferenga seja mais marcante para a
anencefalia (LECK, 1974; HUNTER, 1993). MARIMAN & HAMEL (1992), em estudo
com familias que apresentavam recorréncia de DFTN, observaram que o sexo dos afetados
coincidia na maior parte das vezes, tanto entre irmaos afetados, quanto entre afetados com
graus variados de parentesco, sugerindo poder haver uma tendéncia familiar, para se
atingir, sempre, 0 mesmo sexo, embora o nimero de familias nas quais o sexo dos afetados
coincidiu tenha sido, praticamente, 0 mesmo para ambos 0S SeX0s.

Algumas hipéteses foram levantadas, para explicar a diferenga observada na
razio pelo sexo: 1. JAMES (1979a,b) sugeriu que um fator ambiental pudesse afetar
particularmente os individuos do sexo feminino, causando anencefalia e outro fator,
ambiental ou genético, afetaria igualmente ambos os sexos, causando espinha bifida; 2.
alguns autores sugeriram que o motivo estaria nas diferentes taxas de abortamento
espontaneo dos fetos com DFTN, com maior perda dos afetados masculinos (BYRNE &
WARBURTON, 1986; KALLEN, COCCHI, KNUDSEN et al., 1994); 3. JAMES (1988)
também sugeriu que uma dosagem varidvel de genes perdidos em decorréncia de inativacao
andmala do cromossomo X poderia estar envolvida na génese dos DFTN, baseando-se em
estudos que indicam a relagdo de genes ligados ao X com esses defeitos (BARAITSER &
BURNE 1984; TORIELLO, 1984).

Diagnéstico pré-natal e abortamento induzido

A prevaléncia dos DFTN cai de 2,5% entre os embrides no estagio 12 (em torno
do 26° dia pés-ovulatério) para 0,6% ou menos ao termo, provavelmente devido ao
abortamento espontineo da maioria dessas concepgdes antes do fim do periodo embrionario
(TOLMIE, 1996). Ao mesmo tempo, nos ultimos anos, as incidéncias tém caido nos paises
ricos e industrializados mais provavelmente em conseqiiéncia da maior utilizagdo do
diagnéstico pré-natal, bem como de uma melhora na qualidade de vida, incluindo dieta
alimentar e orientagdio quanto a suplementagdo com 4&cido folico (WINDHAM &
EDMONDS, 1982; YEN, KHOURY, ERICKSON et al, 1992; WILLIAMSON,
ALBERMAN, RODECK et al., 1997), embora esse fato ainda suscite dividas para outros
autores (SLATTERY & JANERICH, 1991; VELIE & SHAW, 1996).

Revisdo Bibliogrdfica
75



No estudo europeu, entre 1984 e 1986, pelo menos 80% dos casos de
anencefalia foram abortados em seis centros e pelo menos 40% dos casos de espinha bifida
foram abortados em quatro centros, levando a uma diminuigio na prevaléncia de
nascimentos de DFTN no periodo estudado em varios centros (EUROCAT, 1991). Na
Australia a taxa de indugdo ao abortamento dos casos de DFTN diagnosticados até a 20°
semana foi de 39,9% em média em 1989, enquanto dez anos antes era de 2,9%. As
anencefalias induzidas ao abortamento passaram de 4,8% em 1980 para 58,6% em 1989 e
as espinhas bifidas de 1,4% para 26,9% nos mesmos periodos (BOWER, RAYMOND,
LUMLEY et al., 1993).

1.1.5. Patogénese — teorias e observacoes

Os mecanismos e a fisiopatologia envolvidos no processo de génese e
desenvolvimento dos DFTN ainda sdo, quase totalmente, desconhecidos, embora, hd mais
de um século, hipdteses venham sendo levantadas para explicar a ocorréncia de tais
anomalias. As duas teorias mais amplamente divulgadas sdo: 1) a ndo fusdo das pregas
neurais, em virtude de inimeros fatores intrinsecos e extrinsecos creditado a VON
RECKLINGHAUSEN" (1886) € 2) a ruptura de um tubo neural ja fechado, em decorréncia
de uma falha hidrodinAmica primaria atribuida a MORGAGNI"" (1769). E improvéavel que
MORGAGNI elaborasse essa hipotese, uma vez que a fisiologia do fluxo liquérico no era
entendida em sua época. A contribuicdo real de¢ MORGAGNI foi a associagdo que ele
notou entre a hidrocefalia e a espinha bifida (TACHDJIAN & McLONE, 1990).

GARDNER (1961, 1965) postulou a hipdtese de que a persisténcia da
hidrocefalia intra-uterina além do periodo fisioldgico, devido a incompeténcia no teto do
quarto ventriculo por falha na permeabilidade dos forames de Luschka e Magendie,
produziria acimulo do liquor, levando a ruptura do tubo neural, geralmente nos pontos de

* VON RECKLINGHAUSEN apud VAN ALLEN, M.L; KALOUSEK, D.K.; CHERNOFF, G.F.; JURILOFF,
D.; HARRIS, M.; McGILLIVRAY, B.C.; YONG, S.L.; LANGLOIS, S.; MacLEOD, P.M.; CHITAYAT, D.
et al. — Evidence for multi-site closure of the neural tube in humans. Am J Med Genet, 47: 724, 1993.

" MORGAGNI apud TACHDIJIAN, M.O. & McLONE, D.G. Meningomielocele. In: TACHDJIAN, M.O.
Ed. Pediatric orthopedies. 2 ed. Philadelphia, Saunders, 1990. p 1774.
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fechamento mais recentes (neuroporos rostral e caudal). PADGET (1968, 1970) sugeriu
que vesiculas preenchidas por liquido, formadas no ectoderma cutaneo, se romperiam,
produzindo fendas ao longo do tubo neural que resultariam nos disrafismos. MULLER &
O’RAHILLY (1984) reexaminaram os embrides estudados por PADGET (1970) e ndo
conseguiram confirmar essas observagdes, porém ndo descartaram a hipétese de reabertura
do tubo neural. HOOK (1992) observou efeito protetor do acido folico em mulheres que
fizeram uso dele apés o periodo de neurulagdo e sugeriu que parte dos DFTN poderiam ser

causados por um mecanismo de ruptura do tubo neural.

Um namero crescente de observagdes de fetos humanos e embrides jovens com
craniorraquisquise, anencefalia e meningomielocele tém sustentado a teoria do nio
fechamento (DEKABAN, 1963; DEKABAN & BARTELMEZ, 1964; LEMIRE, SHEPAR,
ALVORD, 1965; LEMIRE, BECKWITH, SHEPAR, 1972; MULLER & O’RAHILLY,
1984). Contudo, as evidéncias mais convincentes vém de estudos experimentais, como o de
WARKANY, WILSON, GEIGER (1968), que produziram mieloesquise na prole de ratas
tratadas com azul tripano. Estudos experimentais mais recentes (McLONE, 1989)
realizados com ratos advogam a teoria de tanto o mecanismo de ndo fechamento quanto o
de ruptura do tubo neural sdo fundamentais na génese dos DFTN, particularmente no caso
das espinhas bifidas. VOGEL (1961) referiu que uma falha na unido entre os grandes vasos
sistémicos e os vasos cerebrais primordiais poderia ser um fator causal. Entretanto, em seu
excelente estudo experimental WOOD & SMITH (1984) descreveram presenga de

vascularizag¢io normal em individuos anencefalicos.

De acordo com NORMAN, McGILLIVRAY, KALOUSEK et al. (1995c¢),
todas estas teorias podem ser classificadas em dois grupos basicos: 1) as que postulam os
DFTN como distirbios que ocorreriam antes de concluida a nerulagdo — ndo fechamento do
tubo neural (VON RECKLINGHAUSEN, 1886), crescimento de tecido nervoso (PATTEN,
1946; PATTEN, 1953), deficiéncia vascular (VOGEL, 1961) e 2) as que defendem a
hipétese dos DFTN ocorrerem apos a neurulagio — reabertura do tubo neural
(MORGAGNI, 1769; GARDNER, 1961; GARDNER, 1965; PADGET, 1968;
PADGET, 1970).
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1.1.6. Etiologia — genética ou ambiental

A despeito de sua freqiiéncia, as causas e os mecanismos envolvidos na génese
dos DFTN, ainda, permanecem em sua maioria desconhecidos, provavelmente, devido a
existéncia de multiplos fatores interagindo nesse processo de modo bastante adverso e
variado, o que dificulta muito a identificagdo de todos eles, bem como o papel especifico de
cada um. HOLMES, DRISCOLL, ATKINS (1976) foram uns dos primeiros a descrever
esses defeitos como sendo de etiologia multifatorial, a partir de uma complexa interag@o
entre fatores genéticos e ambientais. Os estudos epidemiolégicos posteriores e as
descobertas recentes de um numero cada vez maior de genes, que interagem entre si e se
sucedem no desenvolvimento embriolégico do SNC, s6 tém colaborado para confirmar essa
tese (CAMPBELL, DAYTON, SOHAL, 1986; LAURENCE, 1993; NEUMANN,
FRANKEL, LETTS et al., 1994).

- Indicios do envolvimento génico

Como foi visto anteriormente, apesar da maioria dos DFTN ocorrerem sem uma
histéria familial pregressa, hd muitas indicagdes de fatores genéticos envolvidos em sua
etiologia, como: 1. as diferentes prevaléncias entre os sexos € os grupos étnicos, 2. a
incidéncia maior entre os casamentos consangiineos, e 3. a elevada relagdo de
concordéncia entre gémeos monozigéticos (LORBER, 1965: CARTER, 1974; HOLMES.
DRISCOLL, ATKINS, 1976; TORIELLO & HIGGINS, 1983; HALL, FRIEDMAN,
KENNA et al, 1988; LEMIRE, 1988; MYRIANTHOPOULOS & MELNICK, 1987).
HARRIS & JURILOFF (1997) sugerem que loci essenciais estio particularmente
envolvidos nos DFTN sindrémicos, enquanto outros tipos de loci, talvez menos essenciais,

estariam envolvidos na predisposi¢do aos DFTN ndo sindromicos.
a. Experimentos com animais

A despeito dos esforgos cientificos, a determinagdo dos fatores genéticos
envolvidos no desencadeamento dos DFTN ainda est4 longe de ser um fato. Essa realidade
¢ mais nitida entre os estudos na espécie humana, ao contrério das pesquisas desenvolvidas

com animais de laboratério que demonstram sucesso progressivo. Talvez por que, enquanto
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em humanos mais de 80% dos casos de DFTN (anencefalia e/ou espinha bifida aberta) sdo
ndo sindromicas (KHOURY, ERICKSON, JAMES, 1882; HALL, FRIEDMAN, KENNA
et al., 1988), onde o unico defeito embrionario primario 6bvio € a falha no fechamento
completo do tubo neural, os DFTN em ratos sdo na sua maioria sindrémicos, restando
poucos ndo sindromicos com mais de uma causa genética envolvida (HARRIS &
JURILOFF, 1997).

Baseados na homologia entre 0 genoma do rato e do homem, alguns autores
tentaram estabelecer relagdo entre genes mutantes causadores de DFTN em ratos e seus
homologos em humanos. Um dos primeiros € mais debatidos € o pax3, responsavel por
anomalias no desenvolvimento do tubo neural nos camundongos Splotch (EPSTEIN,
VEKEMANS, GROS, 1991), cujo homélogo em humanos, PAX3, estd envolvido na
génese da sindrome de Waardenburg tipo 1. Embora alguns autores (CAREZANI-GAVIN,
CLARREN, STEEGE, 1992; MOLINE & SANDLIN, 1993; HOL, HAMEL, GEURDS et
al., 1995; PARTINGTON & McLONE, 1995) supusessem ter encontrado indicios dessa
associagdo, CHATKUPT, HOL, SHUGART et al. (1995) foram categoricos em afirmar o
contrario. No ano seguinte, 0 mesmo grupo afastou a possibilidade de associagio ndo s6 do
PAX3, mas também do PAXI1, PAX7 e PAX9 com os DFIN (HOL, GEURDS,
CHATKUPT et al., 1996).

Outro exemplo de gene candidato é o T, o homélogo humano do gene
Brachyury dos camundongos (EDWARDS, PUTT, LEKOAPE et al., 1996). MORRISON,
PAPAPETROU, ATTWOOD et al. (1996), empregando um polimorfismo no intron 7 do
gene T, demonstraram uma associagdo entre a transmissdo do alelo polimérfico e casos
familiais de espinha bifida. KIRILLOVA, NOVIKOVA, AUGE et al. (2000), trabalhando
com sondas para identificar a expressdo do SHH na notocorda de embrides de ratos Loop-
tail (Lp) com craniorraquisquise (CRS) e espinha bifida, observaram sinais em varios
pontos de expressdo alterada ao longo de toda coluna, especialmente a nivel cervical, o que
a eles sugeriu que a bifidez da notocorda na regido cervical poderia estar envolvida com a
patogénese das CRS e que o gene Lp poderia ser um candidato para a etiologia das CRS em
humanos. Contudo, eles mesmos acreditam que ainda serdo necessarios novos estudos para

que se possa chegar a uma concluséo definitiva.
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b. Estudos em humanos

Devido as fortes evidéncias da agdo protetora do acido folico (AF) quando
administrado no periodo periconcepcional (MRC, 1991; CZEIZEL & DUDAS, 1992),
atualmente, os estudos moleculares tém-se focalizado nos genes envolvidos no
metabolismo dessa vitamina, especialmente naqueles responsaveis pelas enzimas
envolvidas no processo de remetilagdo da homocisteina (Hcy) tais como a
metilenotetrahidrofolato  redutase (MTHFR) (VAN DER PUT, STEEGERS-
THEUNISSEN, FROSST et al, 1995; KIRKE, MILL, WHITEHEAD et al., 1996;
WILCKEN & WANG, 1996; WILCKEN, 1997; JOHNSON, STENROOS, HEATH et al.,
1999). A cistationa-B-sintase (CBS) e a metionina sintase (MS), também foram estudadas,
porém a maioria dos trabalhos ndo encontraram indicios de relagdo entre muta¢des nesses
genes e incidéncia aumentada de DFITN (RAMSBOTTOM, SCOTT, MOLLOY et al,
1997; MORRISON, PAPAPETROU, HOL et al., 1998; TREMBATH, SHERBONDY,
VANDYKE et al., 1999). Apenas MILLS, McPARTLIN, KIRSE et al. (1995) observaram
uma maijor incidéncia de mutagdo no gene da MS em pacientes com DFTN.

(ver detalhes a diante)

Nao ¢€ dificil de serem encontradas falhas no desenvolvimento do SNC entre os
individuos portadores de aberrages cromossOmicas, sobretudo nas trissomias do 9, do 13,
do 18 do 21 ou na delegdo 5p (NORMAN, McGILLIVRAY, KALOUSEK et al., 1995¢).
KENNEDY, CHITAYAT, WINSOR et al. (1998) encontraram 6,5% de aberragtes
cromossomicas na avaliagdo de 212 casos de DFTN diagnosticados no periodo pré-natal,
sendo mais freqiientes entre os casos associados a outras malformagées (27,3%) do que os
defeitos isolados (2,4%). Embora RODRIGUEZ, GARCIA, MORALES et al. (1990)
tenham observado uma prevaléncia de 9% de DFTN em recém-nascidos com trissomia do
13, estudos demonstraram que nenhuma aberracdo especifica se encontra associada a
DFTN isolados (NORMAN, McGILLIVRAY, KALOUSEK et al., 1995¢). Na Tabela 1,
podem ser observadas algumas aberragdes cromossOmicas descritas at€é o momento nas

quais foram observados DFTN.
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Tabela 1: Aberragdes cromossdmicas descritas em associagdo com DFTN.

DFTN Incidéncia  Aberragdes Cromossdmicas

Anencefalias Ocasional r(13); tris 18; tris 21
Craniorraquisquise Ocasional  dupl(11) (g23-qter)

Encefalocele Ocasional  dup(8) (g23-qter); tris.18

occipital ou frontal
Ignorada del(2) (q21-q24); dup(6) (q 21- gter); dup (7) (pter- p11)

Meningomielocele Fregiiente  Triploidia

Lombar
Ocasional dup(3) (g23- qter); tris.9mos; tris 18; dup (11(g23-qter)& dup(22)(pter-

qll);r(22)

Ignorada dup(2) (pter- pl13); tris 14; del (13) (ql4-gter);dup (13) (pter-q14);
tetraploidia

Espinha Bifida Freqiiente tris 8 mos; Del (13) (q22-qter); r (13)

Ocasional  dup (2) (pter- p21); dup (3) (q21-qter) & del (3) (pter-p-25); del (11)
(q23- qter);dup 15(g21-qter)

del = delecsio; dupl = duplica¢do; mos = mosaicismo; r = anel; ter = por¢ao terminal; tris = trissomia

Retirada e modificada de: DIAMENT & CYPEL, 1996.

- As Evidéncias ambientais

Muitos fatores ambientais também vém sendo referidos como estando
envolvidos na génese dos DFIN, embora os estudos sejam controversos. Os mais
conhecidos e referidos sdo: 1. os disturbios do metabolismo materno, como o diabetes
mellitus, a obesidade ¢ a hiperhomocistinemia, 2. o uso de medicamentos na gestacao,
como os anticonvulsivantes e os contraceptivos orais, 3. condigdes proprias da gravidez,
como a gemelaridade e o diagnéstico precoce seguido de indu¢@o ao abortamento, 4. as
deficiéncias alimentares maternas (SMITHELLS, SHEPPARD, SCHORAH, 1976;
REECE, FRIEDMAN, COPEL et al., 1995; SHAW, TODOROFF, VELIE et al., 1998;
SHAW, TODOROFF, FINNELL et al., 2000).
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a. Distirbios do metabolismo materno
Diabetes mellitus

MILLS (1982) relatou uma incidéncia trés vezes maior e MILUNSKY (1982)
vinte vezes maior de DFTN nos filhos de mulheres com diabetes mellitus insulino-
dependente. No entanto, a maioria dos autores nfo observou entre os filhos de mdes
diabéticas uma relagio entre os DFTN e as outras anomalias, diferente daquela proporgio
encontrada na populagdo geral (NORMAN, McGILLIVRAY, KALOUSEK et al., 1995c;
REECE & ERIKSSON, 1995; SIVAN, REECE, WU et al., 1996). O disturbio basico
referido como provavel causador dos DFTN nos fetos de mides diabéticas é o
hipoinsulinismo, levando ao aumento da produgdo de radicais livres (GOLDMAN,
BAKER, PIDDIGTON et al, 1985; BAKER, PIDDIGTON, GOLDMAN et al., 1990;
HASHIMOTO, AKAZAWA, AKAZAWA et al, 1990; ERIKSSON & BORG, 1993;
WOLFF, 1993; HAGAY, WEISS, ZUSMAN et al, 1995). SIVAN, REECE, WU et al.
(1996) observaram que a vitamina E confere um efeito protetor significativo contra a

embriopatia diabética.
Obesidade materna

Seis trabalhos recentes observaram um risco cerca de duas a trés vezes maior de
DFTN, especialmente espinha bifida, associado & obesidade materna antes da gravidez e
que nenhum fator materno adicional, incluindo o uso periconcepcional de vitaminas e o
diabetes mellitus, pareceu influenciar substancialmente essa relagio (WALLER, MILLS,
SIMPSON et al, 1994; SHAW, VELIE, SCHAFFER, 1996; WATKINS, SCANLON,
MULINARE et al., 1996; WERLER, LOUIK, SHAPIRO et al., 1996; KALLEN, 1998;
SHAW, TODOROFF, FINNELL et al., 2000). SHAW, TODOROFF, FINNELL et al.
(2000), analisando os sub-fendtipos das espinhas bifidas, apontaram uma incidéncia maior
de espinhas bifidas abertas e isoladas altas em relagdo as baixas. SHAW, BARBER,
TEDOROFF et al. (2000) ndo observaram uma associagdo maior de mutagdes no gene da
leptina e seus receptores em portadores de espinha bifida comparados a recém-nascidos

normais, todos nascidos de maes obesas.
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A natureza dos mecanismos biolégicos envolvendo essa relagdo entre obesidade
materna e filhos com DFTN ainda ndo é obvia, sendo referidos fatores como deficiéncias
nutricionais (WALLER, MILLS, SIMPSON et al, 1994; WATKINS, SCANLON,
MULINARE et al, 1996), com preferéncia por ingerir produtos com baixo valor
nutricional e extremamente caléricos (FRIEL, FRECKER, FRASER, 1995), tendéncia a
apresentar perda de peso no primeiro trimestre de gesta¢do (WATKINS, SCANLON,
MULINARE et al, 1996), anormalidades metabolicas, que incluem niveis elevados de
insulina, acido trico e estrogenos endogenos, resisténcia a insulina, hipoxia cronica e
hipercapnea (WATKINS, SCANLON, MULINARE et al., 1996; SHAW, TODOROFF,
FINNELL et al, 2000), e alteragdo do metabolismo da glicose ou da hemodindmica
placentaria (MILLS, KNOPP, IMPSON et al., 1988; SHAW, TODOROFF, FINNELL et
al., 2000). E importante ressaltar que o diagnéstico pré-natal dos DFTN, através da
dosagem de alfa-fetoproteina e exame ultra-sonografico, ¢ menos sensivel entre as
mulheres obesas (HADDOW, KLOZA, KNIGHT et al., 1981; WOLFE, SOKOL,
MARTIER et al., 1990).

Hiperhomocisteinemia

Niveis elevados de homocisteina (Hey) tém sido observados, tanto no sangue,
quanto no liquido amniético, em gestacdes de fetos com DFTN (HALL & CHU, 1990;
MILLS et al, 1995; MOTULSKY, 1996; WENSTROM, JOHANNING, OWEN et al.,
2000b). Essa situagdo pode ocorrer, entre outros motivos, em conseqiiéncia da queda dos
niveis circulantes de AF e vitamina Bz (FENTON & ROSENBERG, 1995;
CHRISTENSEN & ROSENBLATT, 1995). Tem-se demonstrado que Hcy possui ag@o
teratogénica, sendo apontada como uma das provaveis causas de falha no fechamento do
tubo neural (ROSENQUIST, RATASHAK, SELHUB, 1996; STEEGERS-THEUNISSEN,
BOERS, BLOM et al., 1995). (ver detalhes a diante)

Hipertermia materna (HM) e doengas febris

Uma infinidade de estudos retrospectivos, realizados com humanos, tém
demonstrado de modo categérico o papel da HM e/ou de doengas indutoras de febre na
génese dos DFTN (CHANCE & SMITH, 1978; HALPERIN & WILROY, 1978; MILLER.
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SMITH, SHEPARD, 1978; SHIOTA, 1982; SANDFORD, KISSKING, JOUBERT, 1992;
WERLER, LOUIK, SHAPIRO et al, 1995) Contudo, os mecanismos pelos quais os
quadros de HM e quadros virais, tais como gripe ou dengue, isoladamente ou associados
entre si, podem induzir a ocorréncia de DFTN, ainda permanecem desconhecidos
(COFFEY & JESSOP, 1959; HAKOSALO & SAXEN, 1971; SHARMA & GULATI,
1992; LYMBERG, KHOURY, LU et al., 1994; SHAW, TODOROFF, VELIE et al., 1998).

MILUNKY et al. (1992) observaram que mulheres expostas, exclusivamente, a
calor direto através de banhos quentes e banhos de sauna apresentaram uma predisposicio
trés vezes maior de gerar um feto com DFTN. SHAW, TODOROFF, VELIE et al. (1998)
também verificaram a mesma correlagio entre os quadros de HM de qualquer origem e a
ocorréncia de DFTN, entretanto, eles também observaram que a magnitude do risco relativa

a febre foi um pouco diminuida quando as mies fizeram uso de medicamentos antipiréticos.
Doeng¢a celiaca (DC)

WILD, SCHORAH, SHELDON et al. (1993) relataram que a ingestdo didria de
AF ndo foi menor entre as pacientes que apresentaram duas gravidezes afetadas com DFTN
em comparagdo ao grupo-controle, sugerindo que na maioria dos casos deveria haver um
distarbio ou na absorg@o ou no metabolismo dessa vitamina. A DC é uma importante causa
de ma absor¢do, particularmente de AF, o qual pode ser encontrado reduzido em 60-80% de
sua concentragdo sérica nos individuos que nio estejam em tratamento (DICKEY,
STEWART, NELSON et al., 1996). Embora os abortamentos espontaneos ocorram em até
15% das gestagdes de mulheres com DC (SHER & MAYBERRY, 1994), ndo foi
encontrada uma incidéncia maior de DFTN entre as gestacdes dessas mulheres (DICKEY,
STEWART, NELSON et al., 1996). Isso reforga a hipotese de que os distarbios do AF
capazes de levar a DFTN nfo estariam na absor¢@o, mas no metabolismo dessa vitamina
(WILD, SCHORAH, SHELDON et al., 1993; WILD, SELLER, SCHORAH et al., 1994;
DAVIS, BAILEY, GREGORY et al., 1995). (ver detalhes a diante)

Revisdo Bibliogrdfica
84



b. Uso de medicamentos na gestacio
Anticonvulsivantes

Hi pelo menos 40 anos, referéncias tém sido feitas, associando o uso de
medicamentos anticonvulsivantes durante a gestagdo com um risco aumentado de
ocorréncia de malformagdes maiores na prole e uma tendéncia ao retardo do crescimento
fetal (SABIN & OXHORN, 1956; FONAGER, LARSEN, PEDERSEN et al., 2000). O
risco da teratogenicidade é considerado dose-dependente, principalmente no caso do acido
valpréico e da carbamazepina, seja em mono ou em politerapias (ROSA, 1991; OMTZIGT,
LOS, GROBBEE et al., 1992; SAMREN, VAN DUIIN, CHRISTIAENS et al., 1999), ¢ em
menor escala para o fenobarbital (DANSKY, ANDERMANN, ROSENBLATT
et al, 1987). Enquanto o efeito de potencializagio da cafeina € discutido, os
benzodiazepinicos, particularmente o clonazepan e o 4dlcool demonstraram-se
indubitavelmente capazes de ampliar o efeito teratogénico das drogas anticonvulsivantes
(ELMAZAR & NAU, 1995; SAMREN et al., 1999). AL DEEB, AL MOUTAERY,
ARSHADUDDIN et al. (2000) observaram que a administragdo periconcepcional de

vitamina E reduz, de maneira significante, o efeito teratogénico do 4cido valpréico.
Anticoncepcionais orais e indutores da ovulacio

GAL, KIRMAN, STERN (1967) observaram uma incidéncia de recém-nascidos
com meningomielocele ou hidrocefalia quase cinco vezes maior entre 0s filhos de maes
expostas a contraceptivos orais no periodo periconcepcional, contudo nem ROBINSON
(1971) nem HARLAP, PRIWES, DAVIES (1975) encontraram a mesma relagdo. KASAN
& ANDREWS (1980) referem uma incidéncia quase trés vezes maior de criangas com
DFTN nascidas de mdes que fizeram uso periconcepcional de anticoncepcionais orais,
porém ndo encontraram nenhuma evidéncia definitiva de que esse fato ndo pudesse estar
relacionado a um terceiro fator tal como a idade materna, paridade, classe social ou habito
de fumar.
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Mulheres que usaram medicamentos, para induzir a ovulagdo antes da
concepe¢do sdo descritas como tendo uma incidéncia maior que a esperada de conceberem
criangas com DFTN (CORNEL, TEN KATE, DUKES et al., 1989; CORNEL, TEN KATE,
TE MEERMAN, 1989; VOLLSET, 1990), embora a maioria dos autores ainda demonstre
ter davidas se esse fato ocorre realmente devido a agdio direta do medicamento ou é
predisposto pelo quadro ja existente de infertilidade sublinear da paciente (HACK, BRISH,
SERR et al, 1972; JAMES, 1973; CUCKLE & WALD, 1990; MILLS, SIMPSON,
RHOADS et al., 1990). WERLER, LOUIK, SHAPIRO et al. (1994) nio observaram
diferencas estatisticas na freqiiéncia de uso de indutores da ovulagdo entre mies de
portadores de DFTN comparado a um grupo-controle de mies cujos filhos apresentavam

outras malformagdes.
¢. Deficiéncias alimentares maternas
Zinco e Calcio

A deficiéncia de zinco € descrita como responsavel por provocar incidéncias de
até 40% de anencefalia em ratos (AUBARD, PIVER, CHINCHILLA, 1997), embora essa
relagio ainda ndo esteja bem definida na espécie humana (CAMPBELL, DAYTON,
SOHAL, 1986). BUAMAH, RUSSEL, BATES et al. (1984) observaram que gestantes com
fetos anencéfalos apresentavam concentragdes de zinco sérico notadamente menores que as
do grupo-controle normal. FRIEL, FRECKER, FRASER (1995) observaram baixa
concentragdo sérica de calcio, principalmente, entre as pacientes obesas, o que lhes sugeriu
ser devido, ndo apenas, 4 pouca ingestdo, mas, especificamente, a uma variedade alimentar
pobre. SHAW, TODOROFF, VELIE et al. (1998) sugeriram que a ingestdo de alimentos

ricos em cdlcio é capaz de promover uma diminui¢&o no risco de ocorréncia de DFTN.
Vitamina A

ROTHMAN, MOORE, SINGER et al. (1995) publicaram que mulheres que
fizeram suplementag@o didria de vitamina A superior a 10.000UI ndo apresentaram risco
aumentado de terem filhos malformados. CAMPBELL, DAYTON, SOHAL (1986) haviam
sugerido que o retinol presumidamente poderia induzir a formagdo de espinha bifida em
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humanos. GRIFFITH & ZILE (2000), em estudo experimental com ratos, observaram que
tanto o excesso quanto a deficiéncia de retinol levam a defeitos na neurulagdo secundaria,
mas que apenas quando excedente ele € capaz de suprimir a expressdo do gene da
midiquina, o qual codifica um fator de crescimento envolvido na conversdo do mesénquima
do broto da cauda em neuroepitélio. LIMPACH, DALTON, MILES et al. (2000)
observaram que niveis elevados de homocisteina impedem a oxidagdo do é4cido retindico,

permitindo que ele permanega mais tempo circulando em sua forma ativa.
Metionina

VAN STRAATEN, BLOM, PEETERS et al. (1995), trabalhando com
linhagens de ratos geneticamente predispostos & ocorréncia de DFTN, observaram que
diferentes dosagens de metionina, administradas a cada um deles, ndo causavam alteracdo
na penetrancia do gene, mas levava a uma diminui¢do do fenétipo especifico durante o
crescimento embrionario. SHAW, VELIE, SCHAFFER (1997), analisando a dieta de
mulheres da California que tiveram gestagdes afetadas por DFTN, observaram que ©
numero de gestagdes afetadas foi aproximadamente 30-40% menor entre as mulheres que
ingeriram quantidades mais baixas de metionina, independentemente do tipo do defeito
(anencefalia ou espinha bifida) e da ingestdao de folato, mesmo depois de ajustado pela
raca/etnia e grau de escolaridade materna. Resultados semelhantes (30-55%) foram
encontrados por SHOOB, THOMPSON, SARGENT et al. (2000).

d. Condigdes préprias da gravidez
Gemelaridade

Ha muito tempo, é reconhecido que ha uma associagdo aumentada entre a
gemelaridade e os defeitos congénitos, inclusive os DFTN (WINDHAN & SERVER, 1982;
LITTLE & BRYAN, 1986). Embora a freqiiéncia dos DFIN entre as gravidezes gemelares
seja maior que entre as gestagdes de feto tinico, estudos em gémeos mostram uma taxa alta
de discordancia, tanto entre monozigdticos, quanto entre os dizigéticos, indicando que os
DFTN sio lesdes que nfo sdo mediadas por um {inico e simples mecanismo génico

(LEMIRE, 1988; PARTINGNON & McLONE, 1995).
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1.1.7. O diagnéstico pré-natal

A principio, o método diagndstico empregado nos caso de DFTN era a
radiografia, usualmente realizada para definir, entre um polidramnio e uma gemelaridade,
qual a causa da distenséo abdominal (RUSSELL, 1969). Amniografia empregando injecdo
de material contrastante no liquido amniético também teve seu papel no diagnéstico das
anencefalias num passado recente (QUEENAN & GADOW, 1970). Atualmente, os dois
métodos mais amplamente difundidos e empregados devido a seu alto indice de sucesso no
diagndstico dos DFTN sio a dosagem de alfa-feto-proteina (AFP) no soro materno e/ou no
liquido amniético e a ultra-sonografia. Essas técnicas sio indicadas especialmente para
mulheres gravidas com histéria de gestagdo anterior de feto com DFTN aberto
(LEMIRE, 1987).

A AFP ¢ a maior proteina plasmatica fetal. A AFP atinge o liquido amnidtico
inicialmente por difusio através da pele fetal pouco queratinizada e, apos o
desenvolvimento da filtragio glomerular, vem em sua maior parte através da urina fetal,
apresentando seu pico maximo entre a 13* ¢ a 15* semana de gestagio. Em gestagdes
normais, a AFP alcanga a circulagdo materna por difuso através da placenta, sendo uma
pequena parte leveda através de transporte transmembrana (GITLIN, 1975). A dosagem da
AFP no soro materno (AFPSM) pode ser realizada a partir da 13* semana de gestacdo. Os
valores da AFPSM variam influenciados por fatores como idade gestacional, diabetes,
idade, raga e peso maternos, atingindo seu pico na 32* semana (WARD & STEWART.,
1974; JOHNSON & LINGLEY, 1984; LINDSETH, 1990).

AFP no liquido amni6tico (AFPLA) em gravidezes normais contribui
insignificantemente para a concentragio da AFPSM. Mas quando a AFPLA est4 elevada, o
transporte através das membranas placentdrias causa elevagio dos niveis da AFPSM. A
quantidade de AFPSM também estara aumentada quando houver aumento da produgdo de
AFP, como visto em gestagdes miltiplas, ou como conseqiiéncia de contato do sangue
materno com o fetal devido a danos a superficie placentéria (KEELING & BOYD, 1993).
Outras condigdes, tais como inicio de doengas malignas de figado, também sdo relatadas
como promovendo elevagdes na concentragdo da AFPSM similares a aquelas observadas
nos disrafimos fetais (POLLAY, 1983).
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O primeiro estudo que determinou a relagdo entre niveis elevados de AFPLA e
DFTN abertos, foi publicado por BROCK & SUTCLIFFE (1972) e desde entdo muitos
outros trabalhos tém mostrado que a elevagdo da AFP durante o quarto més de gestagdo ¢
consistente com anencefalia, meningomielocele e muitas outras malformagées (ALLAN,
FERGUSON-SMITH, DONALD et al, 1973; MILUNSKY & ALPERT, 1974;
LAURENCE, 1974; MACRI, WEISS, TILLITT et al., 1976). Também merece destaque a
publicagio de WALD, CUCKLE, BROCK et al. (1977), com os resultados do estudo
colaborativo liderado pelo Reino Unido, demonstrando a possibilidade de detectar 89-90%
dos fetos afetados com DFTN através de niveis elevados de AFPSM observados entre a 16
e a 18? semana de gestagdo, e estabelecendo as bases cientificas e praticas da investigagdo
pré-natal desses defeitos. Em 1991, o Colegiado Americano de Ginecologistas ¢ Obstetras
propds que para detecgdo de DFTN seja oferecido um rastreamento universal da AFPSM
durante o segundo trimestre de gravidez (WILKINS-HAUG, HORTON,
CRUESS et al., 1996).

Como distribui¢io dos resultados da AFPSM ¢é ampla e os valores observados
em gravidezes, tanto de fetos normais quanto com espinha bifida ou anencefalia, podem-se
sobrepor consideravelmente, ndo havendo um valor especifico que os diferencie. O valor
normal da AFP na 17* semana de gestagdo estd em torno de 25ug/ml, podendo estar elevada
até mais de dez vezes em fetos disraficos (POLLAY, 1983). Elevagbes na concentragdo da
AFPSM podem ser mais bem identificados quando os valores obtidos sdo expressos como
multiplos da mediana (MoM) normal na referida idade gestacional (WALD & KENNARD,
1997). A maioria dos protocolos indica uma investigagdo mais acurada quando o desvio ¢
maior que 2 - 2,5 MoM do valor esperado para a idade gestacional em que foi realizado o
exame (KEELING & BOYD, 1993; WILKINS-HAUG, HORTON, CRUESS et al., 1996).

Falhas em detectar condi¢des disraficas com esse teste pode ocorrer, devido a
lesdes cobertas por pele ou liquido amniético colhido muito tardiamente na gravidez
(POLLAY, 1983). Em virtude desses provaveis diagnosticos duvidosos e das possiveis
complicagdes que podem advir com a proximidade do termo da gestagdo de um feto
anencéfalo, é indicado complementarem as investigagdes com o exame de ultra-sonografia
(LEMIRE, 1987; KEELING & BOYD, 1993), que pode ser conseguido a partir da 11* - 12
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semana de gestagdo através do exame trans-vaginal (FOWLIE & CONSTANTINE, 1993).
Devido ao agravante da situagdo, deve ser realizado o diagnéstico diferencial da
anencefalia com outras condigdes associadas a diminui¢do do cranio fetal, como a
microcefalia grave (FOWLIE & CONSTANTINE, 1993), a encefalocele (CHERVENAK,
ISAACSON, LORBER, 1988) e a seqiiéncia de brida amnidtica
(GOLDSTEIN & FILLY, 1988).

O quadro ultra-sonogréfico classico da encefalocele é o de uma massa surgindo
a partir da regido occipital ou frontal do cranio (FISKE & FILLY, 1982; CHERVENAK,
ISAACSON, LORBER, 1984). Estruturas como higroma cistico, teratomas, hemangiomas,
hematomas, edema ou tumores de escalpe, deformidades da calota craniana, cisto do plexo
braquial, e até mesmo cabelos e as orelhas, ja foram confundidos com encefalocele (FINK.
CHINN, CALLEN, 1983; QUINLAN, 1984; CHERVENAK, ISAACSON, LORBER,
1988; FOWLIE & CONSTANTINE, 1993). Ao ultra-som, a espinha bifida é observada
como um alargamento dos centros de ossificagdo posterior da coluna, 0 que produz uma
aparéncia em forma de “U” das vértebras (HOBBINS, GRANNUM, BERKOWITZ et al.,
1979, HOBBINS, VENUS, TORTARA et al, 1982). NICOLAIDES, CAMPBELL,
GABBE et al. (1986) sugeriram que exame da cabega fetal pode permitir o diagnéstico da
malformacdo de Arnold-Chiari, que est associada quase invariavelmente com as espinhas

bifidas e pode servir como um importante marcador para esse diagndstico.

Dois sinais caracteristicos dessa malformagdo s3o observados no segundo
trimestre. O estreitamento dos ossos frontais d4 ao cranio do afetado configuragdo
semelhante a de um limdo quando avaliado em secgdo transversal (sinal do limdo). O
deslocamento das estruturas encefélicas através do cranio fetal flexivel arrasta os
hemisférios cerebelares para dentro do canal cervical, obliterando e fletindo rostro-
caldalmente a cisterna magna, que ao ultra-som aparecera alargada e com uma curvatura
central simulando o aspecto de uma banana (sinal da banana). A presenca desses sinais
ultra-sonograficos cranianos caracteristicos podem alertar o ultra-sonografista sobre a
possivel presenca de espinha bifida e revelar esse diagndstico em casos previamente ndo
suspeitados (NICOLAIDES, CAMPBELL, GABBE et al., 1986; CAMPBELL. DAYTON,
SOHAL, 1987).
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A sensibilidade do exame de ultra-som € excelente para estudar mulheres com
alto risco de gestar um feto com DFTN e com niveis elevados de AFPSM. Quando
nenhuma anormalidade € encontrada em um exame ultra-sonografico detalhado,
recomenda-se complementar a investiga¢gdo com amniocentese para dosagem da AFPLA e
da acetil-colinesterase. Empregando-se as dosagens da AFPSM, AFPLA, acetil-
colinesterase (AChE) e ultra-sonografia de alta resolugdo, praticamente todos os fetos com
espinha bifida aberta e anencefalia podem ser detectados (LEMIRE, 1987). Embora os
primeiros testes da AChE do liquido amniético (AChELA) tenham sido incongruentes, o
relatério do estudo colaborativo sobre AChELA realizado em 15 centros com 34.000
gestantes concluiu que esse teste reduz o numero de falso-positivos da AFP
(COLLABORATIVE ACETYLCHOLINESTERASE STUDY, 1981). Quando ambas,
AFPLA e AChELA, sdo positivas, elas sdo patognomdnicas de um DFTN aberto
(LEMIRE, 1987).

1.1.8. Aconselhameto genético — o que dizer a familia

E, genericamente, aceito que o aconselhamento genético é o processo de
oferecer, ao consulente, informagdes sobre uma determinada doenga genética, sua histdria
natural, complica¢des, possibilidades de tratamento, modo de heranca e o risco de
recorréncia (RR), ajudando-o em suas tomadas de decisdo frente ao problema que decai
sobre si ou sobre sua familia. A maioria dos geneticistas defende a teoria de que o
aconselhamento deve ser imparcial, ndo diretivo, permitindo aos casais decidirem por si

mesmos a postura que tomaram (FRASER, 1974; WERTZ & FLETCHER, 1988).

Podem ser encontradas, na literatura, descri¢des de familias com indices altos
de reincidéncia de DFTN, com padrdes de heranga autossdmico dominante, autossomico
recessivo e ligado ao cromossomo X, mas o fato é que esses casos s3o, em sua grande
maioria, grupos sociais isolados étnica ou religiosamente (HOLMES, DRISCOLL,
ATKINS, 1976; HALL, FRIEDMAN, KENNA et al., 1988; JENSSON, ARNASON,
GUNNARSDOTTIR et al, 1988; HUNTER, 1993; NORMAN, McGILLIVRAY,
KALOUSEK et al., 1995b). Na imensa maioria das familias os casos sdo isolados e
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apresentam padrdo de heranga multifatorial (HOLMES, DRISCOLL, ATKINS, 1976;
CAMPBELL, DAYTON, SOHAL, 1986; LAURENCE, 1993; NEUMANN, FRANKEL,
LETTS et al., 1994).

Embora a estimativa do RR, apdés o nascimento de um filho afetado, possa
variar de 1,34 a 8,9%, podendo-se generalizar por uma média estimada em 3 - 4%
(HUNTER, 1993; NORMAN, McGILLIVRAY, KALOUSEK et al., 1995b; TOLMIE,
1997), alguns autores referem que esse RR dependera de outros fatores, tais como o grau de
parentesco com o afetado, a gravidade e o grau de complexidade do defeito, se possui ou
ndo outras anomalias associadas, o sexo do proposito € a incidéncia desses defeitos na
populag@o onde estd inserida a familia do afetado (KHOURY, ERICKSON, JAMES, 1982;
HALL, FRIEDMAN, KENNA et al., 1988; NORMAN, McGILLIVRAY, KALOUSEK et
al., 1995b). O RR para um familiar diminuird, quanto mais distante for seu parentesco do
afetado. Para os parentes em segundo e terceiro graus, geralmente, € oferecido o risco de
incidéncia da populagdo local NORMAN, McGILLIVRAY, KALOUSEK et al., 1995b).

De um modo geral, o RR para parentes em primeiro grau de um individuo
afetado pode ser calculado como sendo o quadrado da incidéncia observada na populagdo
onde sua familia esta inserida (FRASER, 1976). E estimado um RR um pouco maior para
os casos em que o afetado ¢ do sexo masculino e o defeito é menos comum e/ou
incompativel com a vida, por exemplo, como as anencefalias (NORMAN,
McGILLIVRAY, KALOUSEK et al, 1995b). HOLMES, DRISCOLL, ATKINS et al.
(1976) observaram que DFTN associava-se a outra malformag@o maior, esse risco caia a

ZETO.

A ocorréncia de mais de dois afetados com DFTN em uma mesma familia foi
descrita em alguns trabalhos, desenvolvidos principalmente durante a década de 60
(INGRAHAM & SWAN, 1943; MILHAM, 1962; LOBER, 1966). Apés o nascimento de
duas criangas afetadas a chance de ocorréncia de um terceiro filho com DFTN foi
observada como sendo de 10% e para um quarto caso na prole do casal o risco € tido como
estando em torno de 25% (LOBER, 1966; CARTER & FRASER, 1967; LAURENCE,
1969; NEVIN & JOHNSTON, 1980).

Revisio Bibliogrdfica
92



1.2. 0 ACIDO FOLICO
1.2.1. Defini¢do e importincia metabélica

Folato é a expressio genérica para um grupo de vitaminas hidrossohiveis do
complexo B ditas essenciais por nao serem sintetizadas nos organismos animais, sendo
obtidas exclusivamente através da dieta (MURRAY, GRANNER, MAYES et al., 1996;
POWER, HOLZMAN, SCHULKIN, 2000). O AF ¢ a forma mais estavel dos folatos. Ele €
sintetizado por microorganismos e pelos vegetais superiores, sendo encontrado em
alimentos como folidceas, carnes e visceras, particularmente figado e rins (LAMBIE &
JOHNSON, 1985, ROSENBLATT & WHITEHEAD, 1999). A necessidade média didria
dessa vitamina para um adulto ¢ de 300pg e seus estoques teciduais podem ser esgotados
em menos de trés meses (ROSENBLATT & WHITEHEAD, 1999).

Na natureza os folatos sio estocados na forma de poliglutamatos, contendo até
mais de sete ligagdes y-glutamil. O folato da dieta € clivado pela enzima folato conjugase,
presente na saliva e suco entérico, e hidrolisado a monoglutamatos na mucosa do intestino
delgado pela y-glutamil hidrolase, sendo absorvido pelo duodeno e jejuno € em menor
quantidade pelo ileo (LAMBIE & JOHNSON, 1985, ROSENBLATT & WHITEHEAD,
1999). No plasma ele é encontrado sob a forma de 5-metiltetrahidrofolato, sendo essa
também a principal forma de estocagem do AF no homem (ROSENBLATT &
WHITEHEAD, 1999). O folato sintético ¢ apenas do tipo monoglutamato, tendo a
vantagem de no necessitar ser degradado no intestino antes da absorgdo, apresentando uma
melhor biodisponibilidade (ERBER & WANG, 1984; HERBERT, 1987).

Durante sua metabolizagdo no organismo, o AF passa por duas etapas de
redugdo promovidas pela enzima di-hidrofolato redutase até chegar a sua forma estrutural
basica, o tetrahidrofolato, que atua como co-fator em vdrias reagdes enzimaticas de
transferéncia do radical metil, como na produgo de timidilato, um importante co-fator na
sintese de DNA e RNA e na produgdo de eritrécitos. Ele ainda pode ser transformado em
N° N'%metilenotetrahidrofolato, que sob ago da enzima MTHFR ¢ reduzido a N°-
metiltetrahidrofolato, o qual terd importante papel na metilagdo da Hcy para metionina,
empregando a metilcobalamina (vitamina Bi;) como co-fator (MURRAY, GRANNER,
MAYES et al., 1996; ROTHENBERG, 1999).
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Os niveis de folato podem ser mensurados no plasma, soro e nos eritrocitos,
mas essas medidas podem ser inconsistentes. Os niveis no plasma e no soro refletem
meramente a concentragdo transitéria da vitamina entre a absor¢do e a utilizacdo ou
estocagem; elas s3o as menos precisas na determinagio da verdadeira quantidade de folato.
A concentragdo eritrocitaria é relativamente estavel e reflete mais realisticamente 0
montante médio do individuo nos ultimos trés meses, mas sua mensuragdo tem sido
criticada devido a dificil reprodutibilidade (LOCKSMITH & DUFF, 1995).
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5,10-MetenilTHF = 3,10-meteniltransferase; 5.10-MeTHF = §5,10-metilenotetrahidrofolato; THF =
tetrahidrofolato; 5-MeTHF = 5-metiltetrahidrofolato; DHFR = dihidrofolato redutase; SHMT = serina
hidroximetiltransferase; MTHFD =  metilenotetrahidrofolato  desidrogenase; MTHFR

metilenotetrahidrofolato redutase; MS = metionina sintase; MTRR = metionina sintase redutase; BHMT

betaina-homocisteina metiltransferase; CBS = cistationina B-sintase; MT = metiltransferase.

Figura 6: Esquema simplificado do metabolismo do 4cido folico.
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1.2.2. Causas de deficiéncia do acido folico

A deficiéncia de AF (DAF) é tida como resultante tanto de ma absorgdo
(BOWER, STANLEY, CROFT et al., 1993; SCHORAH, HABIBZADEH, WILD et al,
1993), quanto como decorrente de um maior requerimento devido a aumento na
proliferagdo celular. Hemoélise cronica, distirbios mieloproliferativos, doengas da pele
associadas a descamagdo difusa, tais como psoriase, e a doenga celiaca podem ser todas
relacionadas a deficiéncia de AF (GREEN & MILLER, 1999). Medicamentos como 0
metotrexate, a trimetoprima, a fenitoina e outros anticonvulsivantes, e os antidepressivos
triciclicos, também sdo associados & DAF, sendo alguns afirmativamente relacionados a um
risco maior para DFTN quando usados durante a gestagdo (GREEN & MILLER, 1999;
SAMREN, VAN DUIJN, CHRISTIAENS et al., 1999).

Alguns erros no metabolismo do AF, especialmente no processo de remetilagdo
da Hey, tém sido publicados e discutidos. BAILEY & GREGORY (1999) e BOTTO &
YANG (2000) realizaram as mais completas revisdes até o momento a respeito das
principais enzimas envolvidas nesse processo, a MTHFR. A associagdo de mutagdes no
gene da MTHFR com muta¢des no gene da CBS aparenta ter agio potencializada na
indugdo de DFTN (BOTTO & MASTRIOACOVO, 1998; SPEER, NYE, McLONE et al,
1999). Nenhum erro especifico nos genes dos receptores de AF parece ter relagdo com os
DFTN (BARBER, SHAW, LAMMER et al., 1998).

1.2.3. Deficiéncia de acido félico e o aumento da homocisteina plasmatica

O aminodcido Hcy deriva totalmente da metionina ingerida na dieta e estd
normalmente presente no plasma em concentragdes baixas (5 a 15 pmol/L). O metabolismo
da Hcy ocorre principalmente por duas vias: uma principal, através da remetilagdo para
metionina; e outro, via transulfuracdo irreversivel para cisteina promovida pela CpS, uma
enzima dependente de vitamina B6. A remetilagdo pode ocorrer através de duas rotas
principais, a predominante € aquela que requer AF e vitamina B12; uma secundaria, menor

e independente de AF e vitamina B12, estd restrita, quase exclusivamente, ao figado e
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converte Hcy em metionina, usando a colina derivada da betaina (GREEN & MILLER,
1999). Aproximadamente metade da Hcy total ¢ metabolizada através da remetilacdo
(MUDD & POOLE, 1975). Conseqiientemente, a DAF diminui a conversdo de Hcy através
dessa via, resultando no aumento da concentra¢do da Hcy sérica, diminuigdo da sintese de
metionina e do doador universal de radical metil, a S-adenosilmetionina (SAM) (GREEN &
MILLER, 1999).

Niveis elevados de Hcy tém sido observados, tanto no sangue, quanto no
liquido amniético (LA), em gestagdes de fetos com DFTN (HALL e CHU, 1990; MILLS,
McPARTLIN, KIRSE et al., 1995; STEEGERS-THEUNISSEN, BOERS, BLOM et al.,
1995; MOTULSKY, 1996). STEEGERS-THEUNISSEN, BOERS, BLOM et al. (1995)
sugerem que essas altas concentragdes de Hcy no LA poderiam ocorrer, tanto devido a
niveis séricos maternos elevados forgando o transporte transplacentirio, quanto pelo
contato DFTN com o LA. MALINOW, RAJKOVIC, DUELL et al. (1998) observaram que
a concentragdo de Hcy na veia do corddo umbilical era mais baixa que a sérica materna e
mais alta que a da artéria umbilical, sugerindo que o feto deve incorporar essa Hey e que

ela pode desempenhar algum potencial papel nutricional no desenvolvimento fetal.

1.2.4. Defeitos de fechamento do tubo neural e acido folico — o tratamento pela

reposi¢ao

Depois da caréncia de ferro, a DAF € uma das mais comuns deficiéncias de
micronutrientes no mundo. Ela ocorre mais entre as mulheres, especialmente as maées,
devido as necessidades requeridas para o crescimento fetal e a lactagdo (ROSENBLATT &
WHITEHEAD, 1999). A relacfo entre deficiéncia alimentar e DFTN vem sendo sugerida
ha algumas décadas, tomando-se como base a incidéncia mais elevada desses quadros em
populagdes de condigdo socioecondmica mais baixa. Embora, HIBBARD & SMITHELLS
(1965) ja tivessem alertado para uma possivel relagdo entre DAF e a ocorréncia DFTN em
humanos, essa hipétese s6 foi confirmada na década seguinte (SMITHELLS, SHEPPARD,
SCHORAH, 1976).
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No inicio dos anos 80, varios outros trabalhos foram realizados com o objetivo
de reforgar essa teoria e tentar estabelecer quais outras vitaminas poderiam ser também
fundamentais na prevengdo dos DFTN. Desse periodo, merecem destaque a pesquisa
randomizada de LAURENCE, JAMES, MILLER et al. (1981) e o trabalho n#o-
randomizado de SMITHELLS, SHEPPARD, SCHORAH (1981), as quais mesmo
empregando dosagens muito diferentes de AF, chegaram a resultados bem parecidos quanto
a sua agdo preventiva. Outros estudos com resultados semelhantes foram apresentados em
todo 0 mundo na mesma década (MULINARE, CORDERO, ERICKSON et al, 1988,
MILUNSKY, JICK, JICK et al, 1989; BOWER & STANLEY, 1989). O tnico que
apresentou dados contrarios foi o de MILLS, RHOADS, SIMPSON et al. (1989), que

questionaram a possivel existéncia de algum viés interferindo nos resultados.

Posteriormente, um grande estudo colaborativo internacional coordenado pelo
Reino Unido demonstrou de modo definitivo a importancia do AF como agente de protegio
contra o desenvolvimento de gestagdes com DFTN (MRC, 1991). Eles observaram que a
dose de 4,0mg de AF administrada pelo menos quatro semanas antes da fecundagio e
continuada até as 12 semanas de gestagdo promoveu a diminui¢do na recorréncia dos
DFTN em 72% dos casos. CZEIZEL & DUDAS (1992), com uma suplementagdo
periconcepcional de 0,8mg de AF dada a mulheres sem histéria gestacional de DFTN,
observaram incidéncia zero de DFTN entre os filhos nascidos posteriormente daquelas
mulheres. KIRKE, DALY, ELWOOD (1992) e WERLER, SHAPIRO, MITCHELL (1993)
obtiveram resultados bastante semelhantes empregando dosagens de 0,4mg e 0,36mg
respectivamente. Com base nesses dados irrefutdveis, o Centers for Disease Control
recomendou nos Estados Unidos que fosse garantido a todas as mulheres em idade
reprodutiva o uso de 0,4mg de AF com o objetivo de reduzir o risco de filhos afetados com
DFTN (CDC, 1993).

Também, tornou-se consenso mundial que, durante o aconselhamento genético
de casais com risco de gerar bebés com DFTN, deve ser-lhes indicada a suplementagéo
com AF em doses didrias de 0,4mg, para aqueles sem historia gestacional pregressa desses
defeitos, iniciando pelo menos quatro semanas antes da fecundagdo, e 4,0mg, para aqueles

casais com risco de recorréncia, iniciando-se de um a trés meses antes da fecundagédo
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(LOCKSMITH & DUFF, 1995; VAN ALLEN, 1996). Alguns autores afirmam que a
simples suplementagdo é capaz de prevenir tanto a ocorréncia quanto a recorréncia dos
DFTN, mesmo na vigéncia de anormalidades génicas e/ou funcionais de seu metabolismo
(FROSST, BLOM, MILOS et al., 1995; MELNICK & MARIZITA, 1998).

1.2.5. Deficiéncia de acido folico e outras complicagoes clinicas

A DAF também foi descrita associada a quadros psiquiatricos, principalmente a
depressio (ABOU-SALEH & COPPEN, 1989; GODFREY, TOONE, CARNEY et al,
1990;: ALPERT & FAVA, 1997, FAVA, BORUS, ALPERT et al., 1997), disturbios
hematolégicos, como anemia megalobastica, neutropenia e linfopenia (GREEN &
MILLER, 1999) e predisposi¢do aumentada a alteragdes pré-neoplasicas e neoplasicas em
varios tecidos epiteliais (HEIMBURGER, ALEXANDER, BIRCH et al, 1988;
BUTTERWORTH, HATCH, MACALUSO et al, 1992; BUTTERWORTH, HATCH,
SOONG et al., 1992). Por predispor a hiperhomocistinemia, a DAF ¢ incontestavelmente
um fator de risco para as doengas coronarianas (MORRISON, SCHAUBEL, DESMULES
et al., 1996; RIMM, WILLETT, HU et al., 1998). HALL & SOLEHDIN (1998) resumiram
de modo conciso e indubitavel todos os achados publicados até entdo do importante papel
desenvolvido pelo AF na prevengio ndo apenas dos DFTN, mas também de outros defeitos
congénitos, como malformagdes cardiacas, anormalidades renais e¢ obstrutivas do trato
urinario, fendas orofaciais, malformagdes de membros estenose hipertréfica do piloro.

Devido a sua importante participagdo nas sinteses de DNA, RNA, proteinas e
lipideos, uma dosagem maior de AF é requerida durante a gestacdo, especialmente no
primeiro trimestre (LOCKSMITH & DUFF, 1995). Diversos estudos observaram a relagdo
entre a DAF e complicagdes fetais, tais como retardo de crescimento intra-uterino, baixo
peso ao nascimento, risco de morte e abortamento precoce (WHITESIDE, UNGAR, PATH,
1968; GOLDENBERG, TAMURA, CLIVER et al., 1992; PIETRZIK, PRINZ, REUSCH et
al, 1992; NEGGERS, GOLDENBERG, TAMURA et al, 1997; TAMURA,
GOLDENBERG, FREEBERG et al., 1992). Além desses, outros trabalhos também referem
outras complicagdes maternas, como pré-eclampsia € o infarto ou descolamento da placenta
(RAJKOVIC, CATALANO, MALINOW, 1997; LEEDA, RIYAZI, DE VRIES
et al., 1998).

Revisdo Bibliogrdfica
99



1.2.6. Acido félico e teratanssia

HOOK & CZEIZEL (1997) sugeriram que uma das maneiras pelas quais o AF
diminuiria a ocorréncia de malformacdes ao nascimento seria estimulando o abortamento
dos malformados, o que é conhecido como teratandsia, e concluiram que esse fato poderia
ser confirmado através de uma minuciosa analise dos fetos abortados. Contudo, varios
outros autores contestam essa posicdo (BURN & FISK, 1997, HALL, 1997; SCHORAH,
SMITHELLS, SELLER, 1997, WINDHAND, SHAW, TODOROFF et al., 2000). BURN
& FISK (1997) observaram haver alguns vieses na analise feita por HOOK & CZEIZEL
(1997) como a associagdo das gravidezes ectOpicas e quimicas aos casos de abortamento
espontdneo. WINDHAM et al. (2000) descreveram que ndo foram considerados alguns
possiveis fatores de confusdo como a ingestdo de bebidas alcoodlicas e o uso de cigarros
durante a gestagdo. Eles concordam com HALL (1997) que, de fato, o AF nido leva ao
abortamento seletivo e precoce dos fetos malformados, mas sim permite o prolongamento

de gestagBes que seriam perdidas tdo precocemente a ponto de ndo serem notados € assim

contabilizadas.

1.2.7. A suplementac¢io — doses recomendadas e realidade social

A dose didria recomendada de AF para manuten¢do do metabolismo basal de
adultos nos Estados Unidos é de 200ug para homens e de 180pg para mulheres néo
gestantes e 400ug para as gestantes ou com mais de 51 anos (ROTHENBERG, 1999).
Contudo, SUBAR, BLOCK, JAMES (1989) observaram que, embora a ingestdo média de
folato pelas americanas (207 + 2,9ug) fosse aproximadamente equivalente ao recomendado
para as nio-gestantes, apenas 10% delas ingeriam doses iguais ou superiores a
recomendada para se prevenir o risco de uma gestagdo afetada por DFTN. Somente um
quarto das mulheres brancas (26%) e um sétimo das negras (15,5%) em idade reprodutiva
referiu fazer uso regular e didrio de suplementagdo vitaminica e mineral (BLOCK, COX,
MADANS et al., 1988). Entre as gestantes de baixa renda, apenas 16% em média fez
suplementagdo vitaminica e mineral antes da gravidez, sendo 23% entre as brancas, 11%
entre as negras e 10% entre as hispanicas (SUITOR & GARDNER, 1990).
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A despeito das campanhas educacionais realizadas nos Estados Unidos e,
principalmente, na Inglaterra, poucas mulheres conhecem a importéncia do AF para suas
vidas reprodutivas. Nos Estados Unidos, uma pesquisa realizada em 1997 observou que
66% das mulheres tinham ouvido falar sobre 0 AF, 16% estavam conscientes de que ele
reduz a ocorréncia de defeitos congénitos e s6 9% sabiam que o AF deveria ser tomado
desde antes da gravidez (POWER, HOLZMAN, SCHULKIN, 2000). No Reino Unido,
poucas mulheres referiram terem sido informadas sobre os beneficios do AF por seus
proprios ginecologistas, e a maioria informou ter tomado consciéncia da importéncia do AF
em suas vidas reprodutivas através da midia. POWER, HOLZMAN, SCHULKIN (2000),
avaliando o conhecimento de ginecologistas americanos a respeito do AF, observaram que
eles estavam bem conscientes da relagdo entre AF e os DFTN, porém conheciam muito

pouco o metabolismo da vitamina.

1.2.8. O enriquecimento alimentar — a polémica na suplementacao

CLARK & FISK (1994) observaram que, mesmo apds as campanhas
governamentais do Reino Unido para uso do AF pelas mulheres em idade reprodutiva,
antes de engravidar, apenas 2% das mulheres londrinas passaram a comer mais alimentos
ricos em AF e 3% iniciaram suplementagdo com comprimidos. FORREST (1994) relatou
que cerca de 50% das gestagdes ndo sdo planejadas nos Estados Unidos. MILLS &
CONLEY (1995) revisaram amplamente essas questes, inclusive discutindo sobre os
provéveis riscos e beneficios atribuidos ao enriquecimento alimentar com AF. Com base
nesses dados a Foods and Drugs Administration determinou em 1996 que, a partir de 01 de
janeiro de 1998, cereais e farinha de trigo deveriam ser enriquecidos artificialmente com
140ug de AF para cada 100g do produto (BOTTO, MOORE, KHOURY et al., 1999;
POWER, HOLZMAN, SCHULKIN, 2000).

Essa decisdo gerou discussdes sobre os potenciais beneficios € prejuizos que ela
poderia trazer 4 populagio geral. Os que advogam a favor apontam para os baixos custos do
método, sua melhor abrangéncia para atingir o publico alvo independentemente de classe

social, a maior biodisponibilidade do AF artificial em relagdo ao natural e a redugdo
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importante dos gastos que ocorreriam para tratamento das criangas nascidas com DFTN e
adultos que desenvolvessem doengas cardiovasculares (ROTHENBERG, 1999). Os que sdo
contrarios ao enriquecimento lembram que niveis altos de AF podem mascarar um possivel
quadro de deficiéncia de vitamina B12, o qual ocorre em 8% a 16% da populacgo idosa e
esta freqlientemente associada a distirbios neuropsiquidtricos e anemia perniciosa atipica
nessa faixa etdaria (HEALTON, SAVAGE, BRUST et al,, 1991). Entretanto, boa parte
desses estudiosos acredita que, ainda, seria necessario um trabalho prospectivo de cinco a

dez anos, para que a hipotese de prejuizo para os idosos pudesse ser confirmada
(ROTHENBERG, 1999).

1.2.9. Resultados recentes das campanhas de suplementagio e enriquecimento

alimentar

KOMAROMY-HILLER & NUTTALL (1999) constataram que, embora a
concentragdo sérica de AF na populagdo do Reino Unido tenha se elevado entre setembro
de 1997 e agosto de 1999, os niveis plasmaticos de Hcy ndo apresentaram declinio
proporcional, provavelmente devido a deficiéncia associada das vitaminas do complexo B.
MEYER & OAKLEY (1999) observaram um declinio significativo na incidéncia dos
DFTN na regido da Carolina do Norte antes e depois da determinagéio governamental de
enriquecimento dos alimentos com AF, principalmente entre as espinhas bifidas, tendo
permanecido inalterada a freqiiéncia das anencefalias. STEVENSON, ALLEN, PAI et al.
(2000) constataram que entre as mulheres do Nordeste da California a prevaléncia de
DFTN caiu de 1,89 para 0,95 por 1000 nascidos vivos e o uso periconcepcional de AF entre

as mulheres em idade reprodutiva elevou-se de 8% para 35% entre os anos de 1992 e 1998.

VAN DER PAL-DE BRUIN, BUITENDIJK, HIRASING et al. (2000) ndo
encontraram resultados semelhantes na Holanda. Embora a incidéncia de DFTN tenha
caido entre os anos de 1994 e 1998 de 4,6 para 3,8 por 10.000, essa diferenca nio se
demonstrou estatisticamente significativa. OLEARY, DONNELL, JOHNSON (2001),
entrevistando 300 gestantes em Dublin, notaram que 67% delas conheciam a agdo protetora
do AF contra DFTN, porém s6 18% fizeram o correto uso periconcepcional dele. HONEIN,

Revisdo Bibliogrdfica
102



PAULOZZI, MATHEWS et al. (2001), comparando as ocorréncias de DFTN nos Estados
Unidos entre os de periodo de outubro de 1995 a dezembro de 1996 e outubro de 1998 a
dezembro de 1999, observaram queda na incidéncia desses casos em torno de 19%, porém
eles acreditam que esses resultados nio devem ser atribuidos exclusivamente ao uso de
alimentos enriquecidos com &cido félico. CAUDILL, LE, MOONIE et al. (2001),
analisando mulheres nio gestantes, em idade reprodutiva (18 a 45 anos) e que nio tivessem
feito suplementa¢do de AF nos ultimos doze meses, observaram que as dosagens de AF
sérico e eritrocitdrio da grande maioria delas (95% das abastadas e 78% das de
classe baixa) eram bem superiores aos limites associados com risco baixo para ocorréncia
de DFTN.

1.3. METILENOTETRAHIDROFOLATO REDUTASE
1.3.1. Dftn e mthfr — uma relagdo causal?

A deficiéncia grave da MTHFR foi descrita pela primeira vez por MUDD,
UHLENDORF, FREEMAN et al. (1972). Trabalhos posteriores indicaram uma relagio
entre esse erro inato do metabolismo e a ocorréncia de doen¢a oclusiva vascular prematura,
notadamente cerebrovascular (KANWAR, MANALIGOD, WONG, 1976; VISY, COZ,
CHADEFAUX et al., 1991). KANG, WONG, SUSMANO et al. (1991), pela primeira vez,
descreveram uma variante levemente termolabil da MTHFR, responsidvel por uma
diminui¢do de sua atividade em torno de 50%, relatando que ela estaria associada a uma

prevaléncia aumentada de doencgas obstrutivas das arteriais coronarianas.

Trés anos mais tarde, GOYETTE, SUMMER, MILOS et al. (1994),
empregando a técnica de cDNA, identificaram o locus do gene da MTHFR no brago curto
do cromossomo 1 (1p36.3). No ano seguinte, FROSST, BLOM, MILOS et al. (1995)
identificaram a mutag¢do causadora da labilidade térmica na enzima no exon 4 do gene. Ela
ocorre por substituicdo pontual de uma citosina por uma timina no ponto 677 (677C—T ou
C677T), criando um sitio de restrigdo para a enzima Hinfl. A mutagdo leva a troca de um

aminoécido alanina por uma valina na estrutura da MTHFR. Essa descoberta propiciou o
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encontro desse polimorfismo em analises moleculares posteriores (GREEN & MILLER,
1999). Outras mutagdes no gene da MTHFR foram descritas, sendo a maioria delas do tipo
missense (GOYETTE, SUMMER, MILOS et al, 1994; GOYETTE, FROSST,
ROSEMBLATT et al., 1995; GOYETTE, CHRISTENSEN, ROSEMBLATT et al.,, 1996;
ROZEN, 1996; SIBANI, CHRISTENSEN, OFERRALL et al., 2000).

GOYETTE, PAI, MILOS et al. (1998) definiram as estruturas dos genes da
MTHFR de humanos e do rato. O gene da MTHFR humana é composto de 11 exons. O
tamanho dos exons, localizacio dos limites intrdnicos, e o tamanho dos introns sdo bastante
semelhantes entre as duas espécies, que compartilham uma identidade de aproximadamente
90% na seqiiéncia dos aminoacidos de suas enzimas. HOMBERGER, LINNEBANK,
WINTER et al. (2000) publicaram a estrutura gendmica completa do gene da MTHFR
incluindo trés novas seqiiéncias exdnicas, partindo de 5'-, tendo clonado um fragmente de

4,2 kb do DNA gendmico humano.

HOMBERGER, LINNEBANK, WINTER et al. (2000) demonstraram a
existéncia de quatro copias de MTHFR que diferem em seus exons um. A diversidade de
copias é devido a iniciagdo de transcrigdo alternativa e splicing alternativo. Trés
polipeptidios putativos de 657, 698, e 680 aminoéacidos foram codificados. A nova
seqiiéncia gendmica descrita inclui regides de promotor putativas como sugerido pela
presenga de regides homélogas de ligagdo para SP1, AP1, AP2, CAAT ou caixas de GC.
Além disso, esses autores mostraram evidéncias de que ndo ha nenhum elemento TATA-

box para regular o gene de MTHFR humano.

VAN DER PUT, STEEGERS-THEUNISSEN, FROSST et al (1995),
analisando um grupo de 55 pacientes com espinha bifida, 70 maes e 60 pais de afetados, e
207 controles normais, descreveram, pela primeira vez, uma possivel relagdo causal entre a
presenca da mutagio C677T e a ocorréncia de DFTN, uma vez que a freqiiéncia observada
entre os afetados (12,7%) foi 2,5 vezes maior que a encontrada no grupo-controle normal
(4,8%). Posteriormente, KIRKE, MILL, WHITEHEAD et al. (1996) encontraram uma
freqiiéncia do genétipo mutante (TT) 2,3 vezes maior entre 0S individuos com DFTN
(19,0%) em relagdo a populagdo normal (8,3%) na Irlanda. Alguns trabalhos que foram

realizados no mesmo periodo e nos anos seguintes, dois norte-americanos (OU,
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STEVENSON, BROWN et al., 1996; WENSTROM, JOHANNING, OWEN et al., 2000a),
um canadense (CHRISTENSEN, ARBOUR, TRAN et al., 1999) € um irlandés (SHIELDS,
KIRKE, MILLS et al., 1999) apresentaram resultados concordantes com os de VAN DER
PUT, STEEGERS-THEUNISSEN, FROSST et al. (1995). Entretanto, outros estudos
apresentaram resultados discordantes, sendo um britdnico (PAPAPETROU, LYNCH,
BURN et al., 1996), um francés (MORNET, MULLER, LENVOISE-FURET et al., 1997),
um alemdo (KOCH, STEGMANN, ZIEGLER et al., 1998), dois turcos (BODUROGLU,
ALIKASIFOGLU, ANAR et al., 1998; AKAR, AKAR, DEDA, 2000) e dois americanos
(JOHNSON, STENROOS, HEATH et al., 1999; SPEER, NYE, McLONE et al., 1999). A

Tabela 2 resume os achados de todos esses trabalhos.

Tabela 2: Resumo dos principais trabalhos publicados até o momento relacionando a

mutagdo C677T com a predisposi¢éo ao desenvolvimento de DFTN.

Casos de DFTN Controles
Trabalhos n % TT n % TT

Apresentando Relagdo Positiva

VAN DER PUT et al., 1995 55 13,0 207 5,0
KIRKE et al., 1996 153 19,0 263 83
OU et al., 1996 41 9.4 109 4,6
DE FRANCHIS et al., 1998 203 25,6 583 16,6
CHRISTENSEN et al., 1999 56 20,0 97 11,0
SHIELDS et al., 1999 271 18,8 218 8,3
WENSTROM et al., 2000a 71 44,0 72 17,0
Apresentando Relagdo Ausente

PAPAPETROU et al., 1996 41 5,0 199 24,0
MORNET et al., 1997 38 16,0 133 10,0
KOCH et al., 1998 137 14,0 151 11,0
BODUROGLU et al., 1998 49 82 93 7,5
AKAR et al., 2000 56 8,9 76 10,5
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Na Itdlia, DE FRANCHIS, SEBASTIO, MANDATO et al. (1995) encontraram
uma freqiiéncia do genétipo mutante (TT) igual a 16,3% entre 289 individuos normais e
acreditaram que essa freqiiéncia elevada pudesse ser indicativa de discorddncia com o0s
achados de VAN DER PUT, STEEGERS-THEUNISSEN, FROSST et al. (1995).
Posteriormente, estudando casos de DFTN, eles encontraram, entre 203 pacientes com
espinha bifida, uma freqliéncia do gendtipo TT igual a 25,6%, a qual foi,
significativamente, maior que os 16,6% observados entre 583 controles normais
(DE FRANCHIS, BUONINCONTI, MANDATO et al., 1998).

Desde a descoberta de FROSST, BLOM, MILOS et al. (1995), pesquisas, para
identificar a freqiiéncia da mutagdo C677T no gene da MTHFR entre diversos grupos
étnicos e populagdes ao redor do mundo, vém sendo realizadas, inclusive no Brasil
(ARRUDA, SIQUEIRA, GONCALVES et al., 1998; FRANCO, ARAUJO, GUERREIRO
et al., 1998). As freqiiéncias encontradas nesses estudos mostraram variagdes significativas,
tanto entre populagdes de diferentes paises, quanto entre grupos €tnicos que compdem a
populagdo de um mesmo pais. Embora BOTTO & YANG (2000) tenham apresentado uma
grande tabela com todas as freqiiéncias publicadas até aquela data, na Tabela 3 podem ser
vistas de modo resumido e mais atualizado as principais freqiiéncias do alelo 677T

encontradas em populagdes e grupos étnicos de todo o mundo até o momento.

ZUO, LEE, KIM et al. (1999), estudando amostras das populagdes coreana e
japonesa tidas como etnicamente semelhantes, observaram que as freqiiéncias dos trés
gen6tipos para o polimorfismo C677T variou, grandemente, entre os dois grupos, sendo o
mutante 677TT quase duas vezes e meia mais comum entre os japoneses (16%) que entre
os coreanos (7%). Eles notaram que um desvio maior no equilibrio de Hardy-Weinberg
ocorreu no genétipo 677CT e assinalaram que a freqiiéncia mais alta desse genétipo, entre

os coreanos, pode oferecer uma vantagem seletiva a essa populagéo.
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Tabela 3: Distribui¢io da freqiiéncia do alelo 677T do gene da MTHFR em diversas
populagdes e grupos étnicos pelo mundo.

Populacio Freqgiiéncia do Alelo 677T Referéncias

México 0,59 MUTCHINICK et al., 1999
Espanha 0,545 PEPE et al., 1998
Colombia 0,487 CAMACHO-VANEGAS et al . 1998
Judeus Ashkenazi 0477 RADY etal., 1999
Nordeste Italiano (Calabria) 0,45 SACCHI et al. 1997

indios Caiapés 0,43 CAMACHO-VANEGAS etal., 1998
Sul Europeu 041 GUDNASON et al., 1998
Italianos 0,40 DE FRANCHIS et al.. 1996
Asiaticos 04 FRANCO etal., 1998
Canadenses de Lingua Francesa 0,38 FROSST etal., 1995
Chineses 0,375 PEPE et al. 1998
Brasil-Caucasoides 0,373 ARRUDA et al., 1998
Australianos 037 WILCKEN etal., 1996
Europeus Brancos 0.362 FRANCO etal.,1998
Franceses 0,36 MORNET etal., 1997
Britanicos 0,36 PAPAPETROU et al., 1996
Mexicanos 0,36 MARTINEZ-DE-VILLARREAL et al., 2001
Reino Unido 0,353 GUDNASON et al., 1998
Americanos Brancos (E.U.A.) 035 STEVENSON etal., 1997
Sul do Pais de Gales (U.K.) 0,32 CLARK et al., 1998

Europa Central 0,312 GUDNASON et al., 1998
Alemanha 0,31 KOCH etal., 1998

Texanos 0,287 RADY etal., 1999

Irlanda 0,27 WHITEHEAD et al., 1995
Mormons de Utah (EU.A.) 0,27 PAPAPETROU et al., 1996
Japio 027 PAPAPETROU et al., 1996
Turquia 0,2631 AKAR etal., 2000
Holanda 0,26 VAN DER PUT etal,, 1996
Canadenses de Lingua Inglesa 0.2497 MOGK et al., 2000
Amerindios 024 FRANCO etal., 1998
Baltica 0233 GUDNASON et al., 1998
E.U A. Populagio I 022 OU etal., 1996

E.U.A. Populagio 0.21 OU etal., 1996
Brasil-Negros 0,2 ARRUDA etal,, 1998
Africanos Equatoriais 0,183 PEPE et al. 1998

Negros Brasileiros 0,12 FRANCO etal, 1998
Brasil-indios 0,114 ARRUDA etal., 1998
Afro-americanos (E.U.A) 0,11 STEVENSON etal,, 1997
Africanos de abaixo do Saara 0,073 SCHNEIDER et al. 1998
Etiopes 0,065 PEPE et al. 1998

Negros Africanos 0,052 FRANCO etal.. 1998

Retirada, modificada e ampliada de: RADY, TYRING, HUDNALL et al., 1999.
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Outros estudos, como o de POLLAK, FRIEDLANDER, POLLAK et al. (2000),
mostram semelhantes variagdes na incidéncia do polimorfismo C677T dentro de grupos
tidos como etnicamente semelhantes. Eles encontraram uma freqiiéncia de homozigotos
mutantes que variou desde 2% entre os judeus iemenitas e 4% entre os judeus sefarditas até
16% entre os judeus do Norte da Africa e 19% entre os judeus ashkenazi. Ao mesmo
tempo, trabalhos realizados no México (DAVALOS, OLIVARES, CASTILLO et al., 2000)
mostraram incidéncias muito elevadas, tanto do alelo 677T, quanto do homozigoto 677TT,
descartando a possibilidade desse genotipo ter alguma influéncia etiolégica nos casos de
DFTN daquela populagdo. Essas altas freqiiéncias se mantiveram nas populagdes dos
Estados Unidos de origem mexicana (BARBER, SHALAT, HENDRICKS et al., 2000).

MATSUSHITA, MURAMATSU, ARAI et al. (1997), estudando a freqiiéncia
da mutagdo C677T em individuos normais de idades variadas, demonstraram haver
diferentes incidéncias entre individuos de acordo com suas faixas etarias, sendo menor no
grupo dos mais idosos. Eles apontam duas explicagdes para esse fato: a morte precoce por
complicagbes cardiovasculares predispostas pela mutag¢do e, no outro extremo, uma
longevidade promovida por uma dieta rica em AF, que também poderia ser atribuida como
0 motivo para se encontrar a mutagdo presente entre os individuos de idade mais avancada.

CHRISTENSEN, ARBOUR, TRAN et al. (1999) declararam que o
polimorfismo C677T no gene da MTHEFR foi o primeiro fator de risco genético para DFTN
identificado a nivel molecular. Esses autores propuseram, também, que a interagdo entre
genética e nutri¢do, isto é, a presenca do polimorfismo da MTHFR e niveis séricos de AF
baixos, estd mais associada com um risco, aumentado para ocorréncia de DFTN que
qualquer uma dessas variaveis sozinha.

FROSST, BLOM, MILOS et al. (1995) afirmam que suplementagdo com AF
(SAF) € capaz de estabilizar a enzima mutante. OU, STEVENSON, BROWN et al. (1996)
demonstraram que a homozigosidade 677T est4 associada com um risco 7,2 vezes maior
para a ocorréncia de DFTN. Eles, também, concluiram que o polimorfismo 677T da
MTHFR poderia prover uma explicagcdo biolégica parcial para a prevengdo dos DFTN
através da SAF. MELNICK & MARAZITA (1998) afirmaram que a simples SAF € capaz
de prevenir tanto a ocorréncia quanto a recorréncia dos DFTN, mesmo na vigéncia de

anormalidades génicas e/ou funcionais de seu metabolismo.
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A MTHFR atua na produ¢do de metilenotetrahidrofolato, um substrato do AF e
principal co-fator doador do radical metil requerido na remetilacdo de Hcy em metionina
(FROSST, BLOM, MILOS et al, 1995). Isso explica a freqiiente ocorréncia de
hiperhomocisteinemia em individuos homozigotos para a forma da MTHFR 677T (VAN
DER PUT, STEEGERS-THEUNISSEN, FROSST et al., 1995; KLUIJTMANS, VAN DEN
HEUVEL, BOERS et al, 1996). JACQUES, BOSTOM, WILLIAMS et al. (1996)
observaram a elevagdo rapida nos niveis de Hcy entre os homozigotos 677T os quais
tinham concentragdo de folato em torno de 7,07 ng/mL. A elevag@o dos niveis séricos de
AF acima de 15,4 nmol/L pareceu neutralizar o efeito da mutagdo. Embora a mutacéo
C677T possa servir como explicagdo para a maioria dos casos de hiperhomocisteinemia, ela
ndo o faz para todos, o que sugere haver outros polimorfismos no gene da MTHFR
afetando sua atividade e sua estabilidade térmica (VAN DER PUT, STEEGERS-
THEUNISSEN, FROSST et al., 1995; KLUIJTMANS, VAN DEN HEUVEL, BOERS
et al., 1996).

Foram catalogadas até 0 momento vinte e quatro mutagdes no gene da MTHFR
(SIBANI, CHRISTENSEN, OFERRALL et al., 2000). Contudo, apenas uma segunda
mutagio observada no exon 7 do gene, na qual ocorre a substitui¢io de uma alanina por
uma citosina no ponto 1298 (A1298C ou 1298A—C) foi descrita como também sendo um
fator de risco adicional a ocorréncia DFTN (VAN DER PUT, GABREELS, STEVENS et
al., 1998). Essa mutagio anula um sitio de reconhecimento da enzima de restrigdo Mboll e

induz a troca de um amino4cido glutamato por uma alanina na estrutura da MTHFR.

Essa mutagdo, descrita por VAN DER PUT, GABREELS, STEVENS et al.
(1998) como sendo a segunda mais freqiiente no gene da MTHFR, leva a uma diminuigdo
na atividade da enzima, porém sem aumento da Hcy sérica nem diminui¢cdo da
concentragio plasmatica de AF como observado entre os homozigotos da mutagdo C677T.
Por outro lado, parece haver uma interagdo entre essas duas mutagdes de sorte que
individuos heterozigotos para ambas as mutagdes (C677T e A1298C) apresentam
diminuicdo na atividade da MTHFR, aumento de Hcy e diminui¢do nos niveis de AF
plasmaticos de modo semelhante ao encontrado entre os homozigotos da mutagdo C677T.
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Outros pesquisadores afirmam ndo haver relagdo causal entre o polimorfismo
A1298C e os DFTN (STEGMANN, ZIEGLER, NGO et al., 1999; BARBER, SHALAT,
HENDRICKS et al, 2000; VOLCIK, BLANTON, TYERMAN et al., 2000). Uma
associagdo significante entre o alelo 1298C e risco para espinha bifida foi encontrada num
subgrupo de casos e controles no trabalho de TREMBATH, SHERBONDY, VANDYKE et
al. (1999), contudo eles ndo conseguiram repetir essa andlise em seus outros subgrupos.
WENSTROM, JOHANNING, OWEN et al. (2000a) encontraram uma incidéncia maior de
mutantes 677TT entre os pacientes com espinha bifida lombar que entre aqueles com
defeitos em outros pontos ao longo do tubo neural. Entretanto, VOLCIK, BLANTON,
TYERMAN et al. (2000) observaram uma maior freqiiéncia de mutantes 677TT entre as
mdes e os pacientes com defeitos altos, classificados de acordo com o modelo de multiplos
sitios de fechamento do tubo neural proposto por VAN ALLEN, KALOUSEK,
CHERNOFF et al. (1993).

DONNELLY (2000) sugeriu que a mutagdo descrita por VAN DER PUT,
GABREELS, STEVENS et al. (1998), como sendo A1298C, seria de fato A1289C, sendo
esperado que ela alterasse o codon de GAA (glutamato) para GCA (alanina). Em resposta a
DONNELLY (2000), VAN DER PUT & BLOM (2000) informaram que o segundo
polimorfismo de nucleotideo simples (SNP) foi designado A1298C em conseqiiéncia ao
primeiro SNP, C677T, descrito por FROSST, BLOM, MILOS et al. (1995). Eles também
referiram que, embora seja dito que o primeiro SNP ocorre no nucleotideo 677, a

localizag¢#o atual e precisa seria o nucleotideo 665 da regido de codificac@o.

ISOTALO, WELLS, DONNELLY (2000) testaram os polimorfismos C677T e
A1298C da MTHFR em 119 amostras de sangue de corddo de neonatos e 161 amostras de
tecido fetal, buscando analisar se determinadas combinagdes do gendtipo da MTHFR
estariam associadas com a diminuig¢@o da viabilidade intra-utero. As analises da mutagéo
demonstram que todas as combinagdes genotipicas possivels MTHFR estavam
representadas no grupo fetal. Os alelos 677T e 1298C ocorreram em configuragdes tanto cis
quanto trans. Combinagdes genotipicas C677T/C1298C e T677T/C1298C, contendo de trés
a quatro alelos mutantes respectivamente, ndo foram observadas no grupo dos neonatos.

Isto sugeriu viabilidade diminuida entre fetos que levam estas mutagdes € uma possivel
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desvantagem de selecdo entre fetos com nimeros aumentados de alelos mutantes da
MTHFR.

WEITKAMP, TACKELS, HUNTER et al. (1998) observaram uma proporgao
maior de heterozigotos C677T entre meninas portadoras de DFTN que entre os meninos,
enquanto que o inverso foi observado entre os controles normais. Esses resultados lhe
sugeriram que a heterozigosidade C677T ¢ menos viavel no sexo masculino que no
feminino. ROZEN, FRASER, SHAW (1999) examinaram as freqiiéncias dos genotipos
para a mesma mutagdo (C677T) em relagdo ao sexo de criangas nascidas com DFTN e
fenda palatina comparado a um grupo-controle normal. Eles observaram que em ambos os
grupos de malformados, a porcentagem de meninas homozigotas 677TT foi 50% menor
que a observada nos grupos controle. Esses autores sugeriram que a viabilidade intra-titero
diminuida para os homozigotos 677TT, particularmente as meninas, requer estudos e
considera¢bes adicionais. STEGMANN et al. (1999) encontraram uma freqiiéncia de
heterozigotos C677T entre os meninos afetados e controles normais maior que entre as

meninas afetadas e normais.

WENSTROM, JOHANNING, OWEN et al. (2000b) propuseram uma teoria
relacionando os niveis de Hey no soro materno e no LA e a presen¢a de mutagdo C677T na
mie e/ou no feto com a ocorréncia de DFTN. Segundo eles, se o feto ou a mie ¢
homozigoto mutante (677TT), seu proprio metabolismo podera induzir ao aumento da Hey
no LA, levando, conseqiientemente, a formagdo de DFTN. Se o feto e a mae sdo
heterozigotos (677CT), a combinag@o de seus metabolismos poderia elevar a concentragao
de Hey no LA e essa a formagdo de DFTN. Contudo, se o feto €, genotipicamente, normal
(677CC), é mais dificil que uma perturbagio do metabolismo do AF e da Hcy maternos

eleve a concentragio da Hey no LA e induza a formagdo de DFTN.

Um terceiro polimorfismo no ponto 1059, na qual uma timina € substituida por
uma citosina foi descrita em apenas um trabalho até o momento (TREMBATH,
SHERBONDY. VANDYKE et al, 1999). Mesmo ela seja tida como uma mutagdo
silenciosa e transmitida, apenas, agregada a A1298C, ela foi descrita associada as espinhas
bifidas. Porém, como esses resultados s6 puderam ser observados em um subgrupo do

estudo, os autores foram cautelosos em afirmar haver uma relago causal entre elas.
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1.3.2. Outras anormalidades associadas a mthfr

SOHDA, ARINAMI, HAMADA et al. (1997) encontraram uma freqiiéncia de
homozigoto TT 2,5 vezes maior em pacientes com pré-eclampsia. GRANDONE,
MARGAGLIONE, CALAIZZO et al. (1998) niio observaram aumento significativo nem do
homozigoto TT nem do alelo 677T em pacientes que apresentaram abortamento precoce €
inexplicado. HOBBS, SHERMAN, YI et al. (2000) constataram uma freqiiéncia do
gendtipo TT em mdes de criangas com sindrome de Down maior que entre mées de
controle. SHAW, ROZEN, FINNELL et al. (1998) acreditavam que criangas homozigotas
para o gen6tipo 677T teriam um risco aumentado para ldbio leporino com ou sem fenda
palatina (FL/P) por causa da atividade enzimatica mais baixa da MTHFR, contudo suas
analises nio confirmaram essa hipétese. MILLS, KIRKE, MOLLOY et al. (1999),
examinando criangas com FL/P nascidas na Irlanda, observaram que o genétipo TT foi
quase 3 vezes maior entre os afetados com FL/P, sugerindo que esse genétipo poderia ser,

etiologicamente, importante.

Um risco, significativamente, menor para o desenvolvimento de céncer do
célon foi observado entre mutantes 677TT (CHEN, GIOVANNUCCI, KELSEY et al,
1996; MA, STAMPFER, GIOVANNUCCI et al., 1997). Porém, essa relagdo estaria na
dependéncia direta do status do AF, sendo trés vezes menor entre os homens TT com niveis
adequados de AF (MA, STAMPFER, GIOVANNUCKCI et al., 1997). O efeito protetor da
variante termolabil da MTHFR foi atribuido ao nivel aumentado de
metilenotetrahidrofolato requerido para a formagio de timidina monofosfato a partir da
desoxiuridina monofosfato, a qual poderia incorporar-se ao genoma durante a sintese de
DNA levando a quebras cromossdmicas (BLOUNT, MACK, WEHR et al, 1997).
WIEMELS, SMITH, TAYLOR et al. (2001), analisando criangas com leucemia,
observaram uma associagdo significativa entre os portadores de leucemia com
translocacdes MLL e genétipo 677TT, além de um efeito protetor da homozigosidade
677TT e 1298CC contra a leucemia hiperdiploide.
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1) Determinar a prevaléncia das mutages 677C—T e 1298A—C no gene da
MTHFR em individuos portadores de DFTN e seus respectivos pais, bem

como nos individuos da amostra controle;

2) Comparar os resultados obtidos entre os propdsitos e seus pais com aqueles
encontrados em individuos oriundos da mesma populagdo e que ndo

apresentem anomalias congénitas;

3) Comparar as freqiiéncias das muta¢des 677C—-T e 1298A—C no gene da
MTHEFR entre os sexos dos propdsitos e do grupo-controle;

4) Comparar as freqiiéncias das mutagdes 677C—>T e 1298A—C no gene da
MTHEFR entre os diferentes tipos de DFTN apresentados pelos propositos.
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O presente trabalho tem sua casuistica baseada nos dados do Estudo
Colaborativo Latino-Americano de Malforma¢des Congénitas (ECLAMC), referentes a
Maternidade do Centro de Atencdo Integral a Saude da Mulher (CAISM) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), bem como nos dados do Programa de Genética
Perinatal (PROGEPE). A Maternidade do Caism participa do ECLAMC, ininterruptamente,
desde setembro de 1987 e nele estd codificada como Maternidade A33. Os setores, de
interesse para este estudo, incluidos no Progepe sdo o Ambulatério de Genética Perinatal
(AGP) e o Laboratorio de Dismorfologia Perinatal (LDP).

O ECLAMC ¢ um programa de investiga¢@o clinica e epidemiologica, que
notifica os defeitos congénitos observados em maternidades latino-americanas desde junho
de 1967. Registram-se no programa todos os malformados nascidos vivos e os mortos com
mais 500g (ECLAMC, 1995). A Maternidade do Caism ingressou nesse programa,
inicialmente, com a modalidade coorte e, a partir de 1992, essa foi substituida pela
modalidade caso-controle. A finalidade do grupo-controle no programa ECLAMC € definir
as caracteristicas da populacdo que esta sob estudo (CASTILLA & ORIOLI, 1983).

Este trabalho foi, totalmente, desenvolvido nas instalagdes da Unicamp. A parte
clinica foi realizada no Programa de Genética Perinatal do Caism e a parte laboratorial no
Laboratério de Hemostasia e Pesquisa Molecular do Hemocentro, apds aprovagado tanto da
Comisso de Pesquisa do CAISM quanto do Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias
Meédicas da Unicamp.

3.1. CASUISTICA

Foram convidados a participar desta pesquisa todas as familias de criangas e
fetos portadores de DFTN isolados, nascidos no Caism, no periodo de setembro de 1987 a
dezembro de 2000 e registrados pelo ECLAMC e/ou pelo Progepe, bem como aquelas
familias cujos propdsitos nasceram em outro hospital, mas que foram atendidas no AGP ou
no Servigo de Medicina Fetal no mesmo periodo. No presente estudo, foram descartados

todos os casos de DFTN associados a outras malformagdes que pudessem sugerir um
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quadro sindrémico ou polimalformado verdadeiro. Foram constituidos dois grupos para
investigagdo e andlise comparativa das incidéncias das mutagdes em estudo: um grupo de

pacientes € um grupo-controle.

- Grupo de estudo (pacientes) — Neste, estdo incluidos os propésitos e seus

respectivos pais.

Os propésitos compreendem pacientes portadores de DFTN isolado que foram
selecionados entre as familias de portadores de DFTN registradas no Progepe no periodo de
setembro de 1987 a dezembro de 2000. Esses casos foram atendidos no AGP onde as
familias receberam aconselhamento genético, com excegio de dois casos, cujas as amostras
de sangue foram colhidas por cordocenteses realizadas no servigo de Medicina Fetal do
Caism e quatro fetos, cujos obitos ocorreram intra-ttero, foram devidamente examinados
no LDP quando de seus nascimentos, porém suas familias nfio compareceram ao AGP para

consulta.

Nesse grupo de estudo incluiu-se ainda, os pais dos mesmos propésitos citados,
anteriormente e de outros pais €, embora seus casos se enquadrem nas mesmas
especificagdes, ndo se conseguin colher material de seus filhos (propdsitos) para extrago
de DNA porque eles morreram, antes que tenha sido possivel a coleta do sangue. Com
exce¢do de um casal do Instituto Fernandes Figueira — Fiocruz — Rio de Janeiro - RJ, todos

os demais pais da amostra correspondem a familias atendidas no Caism.

- Grupo-controle — Esse grupo foi formado por amostras de sangue de cordo,
colhidas durante o parto, no Caism, de recém-nascidos vivos consecutivos, que nio
apresentassem qualquer alteragdo morfoldgica diagnosticada até a data de sua alta da
maternidade, evitando-se identificagdo dos mesmos. Essa amostra foi coletada em duas
etapas dentro do periodo de desenvolvimento do projeto (29 de novembro a 26 de
dezembro de 1999 e 06 de julho a 03 de agosto de 2000).
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3.1.1. Levantamento de dados:

Em marco de 1998, iniciou-se o levantamento das familias de criangas afetadas
por DFTN isolado, nascidas no Caism, desde setembro 1987 até aquela data, bem como
daquelas familias cujos propositos nasceram em Outros hospitais, mas foram atendidas no
AGP no mesmo periodo. Feito o levantamento, posteriormente, todas essas familias foram
convidadas a participar do estudo. Além dessas, toda as familias de crianga/feto nascidos
no Caism ou atendidas no AGP, no periodo de margo/1998 a dezembro/2000, também

foram convidadas a participar do estudo.

Todas as familias que aceitaram participar do estudo assinaram um termo de

consentimento esclarecido (Anexo 2).

Os dados clinicos foram levantados a partir das fichas do ECLAMC (Anexo 1),
bem como das fichas do AGP e dos prontudrios hospitalares quando necessario. As
varidveis analisadas da amostra de casos foram: 1. tipo do defeito (como especificado em
seguida) observado nos propdsitos; 2. sexo; 3. peso; 4. tipo de parto; 5. idade gestacional; 6.
grupo étnico; 7. resultado da pesquisa da mutagéo 677(C—T) nos propositos; 8. resultado
da pesquisa da mutagdo 1298(A—C) nos propositos; 9. local de nascimento; 10. aspectos
socioecondmicos dos pais, baseando-se em seu grau de escolaridade e atividade
profissional; 11. histérico reprodutivo dos casais e antecedentes nas gestagdes dos
propésitos; 12. consangiiinidade entre os pais; 13. acompanhamento e diagnéstico pre-
natal; 14. antecedentes familiares; 15. resultado da pesquisa da mutagdo 677(C—T) nos

pais; 16. resultado da pesquisa da mutagdo 1298(A—C) nos pais.

Variaveis da amostra-controle: 1. sexo dos individuos do grupo-controle; 2.
resultado da pesquisa da mutagdo 677(C—T) nos controles; 3. resultado da pesquisa da

mutacio 1298(A—C) nos controles.

Os DFTNs foram classificados de acordo com o tipo anatomico em:
anencefalia, craniorraquisquise, encefalocele e espinha bifida (EB). As EBs, por sua vez,
foram classificadas em cervical, toracica, toracolombar ou toracolombossacral, lombar,

lombossacral e sacral, conforme descrigio prévia das fichas ECLAMC ou por reavaliagdo
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posterior das radiografias de coluna dos propositos. Dois casos, por apresentarem defeitos
em dois pontos diferentes, foram descritos como defeitos duplos ndo contiguos. As
encefaloceles, também, foram classificadas, quanto a sua localiza¢do, em frontal, parietal e

occipital.

Essas varidveis foram coletadas em um banco de dados a partir do programa
Dbase 3.

3.1.2. Convocagio dos pacientes:

Para convocagdo dos pacientes e seus pais, foram utilizadas trés maneiras
basicas de comunicagio: a-) direta, pela comunicacio as familias sobre a realizacdo da
pesquisa durante o atendimento no AGP; b-) por telefone; e c-) por carta quando ndo se

dispunha do telefone para contato.

3.2. METODO
3.2.1. Coleta, identifica¢io e estocagem das amostras:

Foram coletadas amostras de sangue dos membros da familia presentes a
entrevista e que constituissem a triade bésica para o estudo (pai, mde e propésito). Dos
propdsitos vivos e de seus pais, o sangue foi colhido de vasos periféricos. Nos fetos,
utilizou-se sangue de cordio ou pungdo intra-cardiaca no caso dos 6bitos. No caso do
grupo-controle, colheu-se sangue de cordio na hora do parto. Todos os sangues foram
coletados em tubos Vacutainer®, contendo EDTA, ou em tubos cdnicos, previamente
esterilizados e contendo EDTA. De todas as amostras, foi extraido o DNA; todos 0os DNAs
foram armazenados em microtubos, devidamente, identificados com um codigo de acordo
com o comparecimento de cada familia a0 AGP, e finalmente, estocados em freezer
(-20°C).
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O volume de sangue coletado variou com a idade e a circunstancia que envolvia
cada individuo. Para os adultos, a amostragem foi de 10-20ml. Para os propdsitos, a quota
variou entre 3 ¢ 5Sml, dependendo de seu peso, idade e condi¢des de saude. Para o
grupo-controle, a equipe de enfermagem do Centro Obstétrico coletou em média 3,5ml de
sangue de cordo.

3.2.2. Atividades laboratoriais:
3.2.2.1. Extra¢do do DNA

A extragdo do DNA foi realizada conforme o método de WOODHEAD,
FALLON, FIGUERED et al. (1986) com algumas modificagdes, como se descreve a seguir.

Centrifugou-se o sangue a 2.000rpm por 10 minutos, desprezou-se o plasma €
promoveu-se a lise das hemdcias, completando-se cinco vezes o volume obtido com
solugdo de cloreto de amdnio/bicarbonato de aménio (500ml de cloreto para S0ml de
bicarbonato). Agitou-se bem por inversdo e centrifugou-se a 2.200rpm por 15 minutos a
4°C. Desprezou-se 0 sobrenadante e repetiu-se o procedimento até a obten¢do de um

precipitado de leucécitos livre de hemécias.

Acrescentou-se Sml de solugdo TKMI e colocou-se 8 gotas de “triton”, agitou-
se por inversdo e centrifugou-se a 2.200rpm por 15 minutos, desprezou-se o sobrenadante,
acrescentou-se, novamente, Sml de TKMI1, agitou-se por inversdo e centrifugou-se a 2200
rpm por 15 minutos. Desprezou-se o sobrenadante. Ressuspendeu-se o pellet, gentilmente,
com 2000ul de TKMI, transferindo, eqiiitativamente, para dois “eppendorfs”, os quais
foram centrifugados a 12.000rpm por 5 minutos em microcentrifuga. Retirou-se o
sobrenadante. Uma das metades do pellet foi estocado, enquanto a extragdo do DNA

prosseguiu com a outra.

Ressuspendendo-se o pellet, gentilmente, com 400ul de solugdo TKM2 e
adicionando-se 25ul de SDS (duodecil sulfato de sé6dio) 10%, misturou-s¢ bem com

ponteira estéril e incubou-se em banho-maria 4 55°C por 30 minutos. Adicionou-se 180ul
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de NaCl 5Mol e misturou-se, novamente, com a ponteira, deixando-se, em repouso de 5 a
10 minutos. Depois, centrifugou-se a 12.000rpm por 5 minutos e transferiu-se o
sobrenadante contendo o DNA para outro “eppendorf”. Adicionou-se 500ul de solugdo de
cloroférmio/dlcool isoamilico (24:1) e 500ul de fenol saturado, agitando-se em “vértex”
para completa homogeneizagio da amostra.

Apo6s centrifugar a 12.000rpm por 5 minutos, transferiu-se o sobrenadante para
outro “eppendorf” e acrescentou-se 1000ul de solucio de cloroférmio/alcool isoamilico
(24:1) v/v, para que fossem extraidos os tltimos residuos de impurezas (proteinas, lipideos,
etc). Centrifugou-se novamente a 12.000rpm e transferiu-se o sobrenadante, contendo,
apenas, DNA para um quarto “eppendorf”. Acrescentou-se 10% de seu volume com acetato
de sodio 3Mol (pH 5,2) e adicionou-se 2ml de etanol absoluto gelado, misturando-se por
inversdo para que 0 DNA pudesse compactar-se.

Ap0s centrifugar a 12.000rpm por 5 minutos, desprezou-se o etanol absoluto e
adicionou-se 1000ul de etanol 70% gelado, agitando, levemente, para desprender o DNA
aderido ao fundo. Essa técnica serve para realizar a hidratagio do DNA. Em seguida,
centrifugou-se, novamente, e descartou-se o sobrenadante. Deixou-se 0 DNA secando em
temperatura ambiente para, em seguida, ressuspendé-lo em agua deionizada ou solugdo TE
(Tris pH 8,0 10mM; EDTA 0,lmM pH 7,4) e coloci-lo em geladeira para entrar em
solugdo. Apos essa fase, o0 DNA extraido foi, entdo, armazenado em refrigeradores a menos

10°C, antes de ser processado para anilise.

3.2.2.2. Investiga¢do molecular
Foi empregada a técnica de reagdio em cadeia de polimerase como descrita por
SAIKI, GILFEND, STOFFEL et al. (1989), que possibilita a amplifica¢do de uma pequena
seqiiéncia de DNA através do uso de dois iniciadores ("Primers") que flanqueiam a regido
do DNA a ser amplificada.
- Pesquisa da mutagio 677 C—»T

Apds a extragdo do DNA, as especificagdes metodolégicas utilizadas na técnica
da PCR para a identificagdo da mutagfo foram as mesmas descritas por FROSST, BLOM,
MILOS et al. (1995) com algumas pequenas modificagdes de acordo com a padronizagio
realizada pelo laboratério onde as analises foram realizadas. Essa mutag#o cria um sitio de
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restri¢do para a enzima Hinfl. A reagdo foi realizada numa mistura de 54mM Tris-HCI,
5,4mM MgCl,; 13,3mM (NH4),SO4, 0,8mM de cada nucleosideo tris-fosfato, 400ng de
cada “primer” [senso (5-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3") e anti-senso
(5-AGGACGGTGCG-GTGAGAGTG-3")], DNA genomico e duas unidades de Taq
polimerase (Life Technologies).

Os pardmetros da PCR foram os seguintes: desnaturagdo inicial com duragdo de
2 minutos a 94°C, seguido por 35 ciclos de reagdo com 1 minuto de desnaturagdo do DNA
a 94°C, 1 minuto para anelamento dos “primer” a 58°C, 1 minuto para extensdo do DNA
complementar a 72°C por agdo da Taq polimerase ¢ uma extensdo final de 7 minutos a

72°C para amplificagdo de um fragmento de 240 pares de base (pb).

Subseqiientemente, 8ul do produto dessa PCR foram digeridos utilizando-se 3U
de Hinfl (BioLabs) e soluggio contendo 75mM de NaCl, 15mM de Tris-HCI (pH = 7,9) e 10
mM de MgCl, com duragdo de 12 a 18 horas, em banho-maria a 37°C. A presenga da

mutagio, no ponto estudado, é reconhecida pela enzima, ocorrendo clivagem nesse ponto.

198pb

175pb

Figura 7: Foto de gel de digestdo do gene da MTHFR com a enzima Hinf1.

Apbs a digestdo do fragmento do gene da MTHFR amplificado, na presenga do
alelo mutado (T) no ponto 677, um fragmento de 175pb é observado através de eletroforese
em gel de agarose a 2,5%. O fragmento menor, 23pb, é perdido no decorrer do processo de
eletroforese por ser muito pequeno e leve. Quando o alelo normal (C) esta presente, néo ha

clivagem do sitio pela Hinfl e o fragmento final ¢ de 198pb, como mostra a Fig. 7.
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- Pesquisa da mutagio 1298 A—>C

Apb6s a extragdo do DNA, as especificagdes metodologicas utilizadas na técnica
da PCR para a identificagdo da mutagdo foram as mesmas descritas por VAN DER PUT ef
al. (1998) com algumas pequenas modificagdes de acordo com a padronizagdo realizada
pelo laboratério onde as analises foram realizadas. Essa mutagdo vai abolir um sitio de
restrigdo para a enzima Mboll. A PCR foi realizada num volume total de 30ul contendo
200 uM dNTP, 10 mM tris-HCl, 50mM KCl, 3,0mM MgCl, 30ng de cada um dos “primer”
[senso (5’-ATGTGGGGGGAGGAGCTGAC-3") e anti-senso
(5’-GTCTCCCAACTTACCCTTCTCCC-3")], DNA genémico e uma unidade Taq

polimerase (Life Technologies).

Os pardmetros da PCR foram os seguintes: desnaturagdo inicial com duragdo de
5 minutos a 94°C, seguido por 35 ciclos de reagdo com 1 minuto de desnaturagio do DNA
a 94°C, 1 minuto para anelamento dos “primer” a 58°C, 1 minuto a 72°C para extensdo do
DNA complementar pela agdo da Taq polimerase, e extensdo final de 7 minutos a 72°C

para amplificagdo de um fragmento de 240pb.

Subsegqiientemente, 6ul do produto dessa PCR foram digeridos, utilizando-se
solugdo contendo 15mM de Tris-HCI (pH = 7.5), 10,5 mM MgCl12, 15mM KCl, 10,5mM 2-
mercaptoethanol e 0,015% BSA e 4U da enzima Mboll que reconhece a base normal (A)
no ponto 1298, clivando o DNA nesse ponto. Esse processo ocorreu em banho-maria a

37°C com duragdo de 12 a 18 horas.

215pb

240pb

Figura 8: Foto de gel de digestdo do gene da MTHFR com a enzima Mbo IL.
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Apods a digestdo do fragmento do gene da MTHFR, na presenga do alelo
mutado (C) no ponto 1298, ndo ocorre clivagem do sitio pela Mboll € um fragmento final
de 240pb ¢ visualizado através de eletroforese em gel de agarose a 2%. Ao contrario,
quando o alelo normal (A) esta presente, observa-se um fragmento de 215pb. O fragmento
menor, de 25pb, é perdido no decorrer do processo de eletroforese, por ser muito pequeno e

leve, como pode ser visto na Fig. 8.

3.2.3. Analise dos dados:

As variaveis, digitadas no banco de dados em programa Dbase 3, conforme
referido anteriormente, foram analisadas utilizando-se o “software” Epilnfo 6, versdo 6.04b
(DEAN et al., 1994). Para as varidveis continuas, como peso ao nascimento, idade
gestacional no momento do parto, idades materna e paterna, foram analisados a média € o

desvio-padrao.

As idades gestacionais ao fim de cada gestagdo foram indicadas, no minimo,
um dos trés parametros: data da Gltima menstruacdo, idade gestacional calculada pelo ultra-
som ou exame de Capurro, sendo dada preferéncia, pela média, de pelo menos dois deles,
sempre que os dados foram disponiveis. Os casos com diagnéstico ultra-sonografico pre-
natal foram distribuidos pelo local onde o exame foi feito realizado (Caism ou outro
servigo) e pelo resultado do exame (DFTN isolado, DFTN associado a outra malformagdo e
outras malformagdes sem DFTN).

Para a analise de outras variaveis, como escolaridade e ocupagdo dos pais e
antecedentes étnicos das familias, houve necessidade de reagrupar os resultados. A
escolaridade tanto materna quanto paterna foi reagrupada em baixa escolaridade (ndo I€,
primario incompleto e primdrio completo) e alta escolaridade (demais classes de
escolaridade). A ocupagdo materna foi reagrupada em apenas dois grupos: néo trabalha (do
lar e desocupado) e trabalha demais (classes de ocupag@o). A ocupagdo paterna também foi
reagrupada em dois grupos: subempregado (desocupado e operario nao qualificado) e

empregado (demais classes de ocupag@o).
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Os antecedentes étnicos das familias analisadas foi realizada de acordo com as
respostas disponibilizadas na ficha ECLAMC (Anexo A-2), sendo aceitas e registradas até
trés ascendéncias. As ascendéncias foram reagrupadas em trés grupos: europeus exclusivos,
quando foi referida, apenas, a ascendéncia européia latina e/ou nio-latina, nativos ou
nativos associados a qualquer outra menos negra, e negros correspondendo a todos os que

tenham essa ascendéncia associada ou nfo a outra.

Uma vez que os individuos que compdem o grupo-controle genotipado ndo
foram identificados, os dados de antecedentes étnicos das familias analisadas no presente
estudo, apresentados na Tab I'V-8, sdo comparados, apenas, em termos de percentagem com
os dados de ascendéncia dos 455 controles normais dos pacientes malformados nascidos no
Caism no periodo de janeiro de 1999 a dezembro de 2000 e registrados pelo ECLAMC, por
ser esta, também, uma amostra representativa da populagdo estudada e por acreditar-se que,
dentre esses controles normais do ECLAMC estdo, provavelmente, muitos dos pacientes

utilizados como controle no presente estudo.

A histéria reprodutiva anterior dos casais foi reagrupada de acordo com a
paridade: primigesta, multipara (2, 3 ou 4 gestagSes) e grande multipara (5 ou mais
gestagOes), e 0 numero de abortamentos anteriores (0, 1 e 2 ou mais). Outros dados que
receberam atengdo e sio referidos na analise das varidveis clinicas sdo: local de nascimento
dos propositos (CAISM, Estado de Sdo Paulo e outros); consangiiinidade entre os pais;
presenga de malformados na familia (ambos os lados do heredograma) com destaque aos
casos de DFTN entre os parentes de 1° grau; tipo de parto (normal ou induzido);
intercorréncias nos pré-natais dos propésitos de acordo com as respostas disponibilizadas
na ficha ECLAMC (Anexo A-2); viabilidade do prop6sito no momento do parto (nativivo

ou natimorto); sexo do propdsito (masculino, feminino ou indeterminado).

Para a comparagd@o das proporgdes dos genétipos, utilizou-se o método do qui-
quadrado e o teste exato de Fisher. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi calculado com
programa especial por Jorge S. Lopez-Camelo (coordenagdo geral do ECLAMC).
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4. RESULTADOS
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Foram levantados 152 casos de DFTN nos registros do Programa de Genética
Perinatal (incluindo os dados ECLAMC referentes & Maternidade do CAISM) no periodo
de setembro de 1987 a dezembro de 1998 (Tab. 4). Desses, 59 foram convidados por
telefone, 89 por carta e 4 através do Servi¢o Social. A resposta positiva (os pacientes
receberam o convite e concordaram em participar da pesquisa) foi obtida em um tergo (55)
desses casos: 33 dos contatos telefonicos e 22 das convocagdes por carta. O Servi¢o Social
ndio conseguiu localizar nenhuma familia. Concomitantemente a0 convite dessas familias,
72 casos coletados posteriormente no PROGEPE foram, prospectivamente, incluidos na

amostra durante o periodo de janeiro de 1999 a dezembro de 2000.

Tabela 4: Relacio entre casuistica levantada e convidada inicialmente com o0s casos

efetivamente estudados

Casos Convocacio Resposta
152 59 por telefone 33
Registrados 89 por carta 22
(set. 87 —dez. 98) 4 pelo Servigo Social 0
Total 152 55

4.1. VARIAVEIS CLINICAS DA AMOSTRA ESTUDADA
Dados gerais

Até dezembro de 2000, foram coletadas amostras de 127 familias. Dessas, 59
foram da triade basica do estudo, ou seja, pai, mie ¢ propdsito; 39, apenas mae € pai, pois 0
proposito ja havia morrido quando do contato com a familia; 18, de mie e proposito, pois 0
pai faltara a consulta ambulatorial; 4 apenas da mie; e 7 apenas do proposito. Como
demonstrado na Tab. 5, posteriormente, 8 desses casos foram excluidos, um, porque ndo se
conseguiu obter resultado de PCR a partir do DNA dos pais, e os outros 7, porque 0s
propositos eram polimalformados verdadeiros ou sindrémicos e, inadvertidamente,

considerados na presente casuistica num primeiro momento.
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Tabela S: Distribuicdo das 127 familias, inicialmente, genotipadas e das 119 familias
consideradas, na casuistica, de acordo com a composi¢io dos membros, de

quem foi extraida amostra de sangue

Etapas Inicial Final
Composigoes Setembro/1987 — Dezembro/2000 Dezembro/2000
Triade Bésica 59 56
Apenas Mée e Pai 39 38
Propoésito e Mae 18 14
S6 Propésito 8 8
S6 Mie 3 3
Total 127 119

Das 119 familias consideradas no presente estudo, 100 (84,0%) propositos
nasceram na Maternidade do CAISM, 16 (13,5%) em outras localidades no Estado de Sdo
Paulo, 1 (0,8%) em outro Estado (Rio de Janeiro) e em 2 casos (1,7%) nédo se conseguiu
contato posterior com as familias para obtengdo dos dados do parto dos propositos (Tab. 6).
O grupo-controle foi constituido do DNA extraido de amostras de sangue do corddo
umbilical de 302 recém-nascidos vivos e consecutivos sem qualquer anomalia congénita,
nascidos na Maternidade do CAISM em dois periodos distintos (29 de novembro a 26 de
dezembro de 1999 e 06 de julho a 03 de agosto de 2000).

Tabela 6: Local de nascimento dos propésitos das 119 familias analisadas

Local de Nascimento dos Propésitos Freqiiéncia %
CAISM 100 84,0
Estado de S&o Paulo 16 13,7
Rio de Janeiro 1 0.8
Ignorado 2 1,7
Total 119 100,0
Resultados
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Quando da convocagdo das 119 familias para entrega dos resultados dos
exames, apenas 65 (54,6%) responderam a convocagio feita, tendo sido 22 (18,5%) por
telefone e 43 (36,1%) por carta. Das 54 (45.4%) que ndo responderam a convocagdo, 12
(10,1%) responderam a convocagdo por carta, marcaram a consulta, mas nao
compareceram; 12 (10,1%) cartas foram devolvidas, porque o enderego ndo conferia com o

destinatario e as demais 30 (25,2%) familias nao responderam & convocagdo feita por carta.
Dados dos propdsitos

Os DFTN do presente trabalho foram distribuidos em 52 (43,7%) anencefalias,
das quais 11 eram craniorraquisquises, 10 (8,4%) encefaloceles, 54 (45,3%) espinhas
bifidas e 3 (2,5%) casos classificados como defeitos ndo-contiguos, conforme mostrado na
Tab. 7. Entre os defeitos ndo-contiguos, as associagoes encontradas foram: encefalocele
occipital e espinha bifida lombar, espinha bifida cervical e espinha bifida lombar, e espinha

bifida toracica e espinha bifida toracolombar.

Tabela 7: Distribui¢io das 119 familias quanto ao diagnéstico dos propdsitos

Diagnéstico Fregqiiéncia Y%

- Anencefalia 4] 34,4
- Craniorraquisquise 11 9,2
- Encefalocele 10 8.4

- Espinhas Bifidas (54)

Cervicais 1 0.8
Toracicas/Toracolombares 14 11,8

Lombares 8 6,7
Lombossacrais 27 22,7

Sacrais 4 3.4

- Defeitos NAo-contiguos 3 2.5
Total 119 100,0

Resultados
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A taxa de mortalidade, ao nascimento, no total da amostra foi de 31,9%
(37/119), sendo de 69,2% (36/52) entre os casos de anencefalia e craniorraquisquise € 1.9%
(1/54) entre as espinhas bifidas (Tab. 8). Nenhum dos 10 casos de encefalocele foi

natimorto.

Tabela 8: Viabilidade a0 nascimento dos propésitos nas 119 familias analisadas

Viabilidade dos Propésitos ao Nascimento Freqiiéncia Y
Nativivo 76 66,4
Natimorto 38 31,9
Ignorada 2 1,7
Total 119 100,0

A média de peso, ao nascimento, entre os pacientes com DFTN foi de 2.105¢g
(DP = 1.099g) (Tab. 9). Entre as anencefalias e craniorraquisquises a média de peso dos
propositos ao nascimento foi de 1.139g (DP = 678g). Entre as encefaloceles, a média de
peso dos propdsitos ao nascimento foi de 2.761g (DP = 493g). E entre as espinhas bifidas, a
média de peso dos propdsitos ao nascimento foi de 2.939g (DP = 721g).

Tabela 9: Distribui¢do dos propésitos das 119 familias pelo peso

Peso Freqiiéncia %
Ignorado 4 3.4
<500g 8 6,7
501 -2500g 54 454
>2501g 53 44,5
Total 119 100,0
Resuitados
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A distribuicdo dos propésitos, pelo sexo, foi de 53 (44,6%) masculino, 63
(52,9%) feminino e em 3 (2,5%) caso, O Sex0 ndio possa ser determinado, sendo a razao de
sexo de 0,8. Quanto ao grupo-controle 159 (52,6%) eram do sexo masculino € 143 (47.,4%)

do sexo feminino (razdo de sexo 1,1).

Tabela 10: Distribui¢do dos propésitos das 119 familias e dos 302 controles pelo sexo

Grupos Propositos Controles
Sexo Freqiiéncia % Freqiiéncia %
Masculino 53 445 159 52,6
Feminino 63 53,0 143 47,4
Ignorado 3 2,5 -
Total 119 100,0 302 100,0

Dados de antecedentes familiares e do pré-natal

Os antecedentes étnicos das familias analisadas no presente estudo sdo
apresentados na Tab. 11, onde se observa que, praticamente, metade delas (50.4%) € de
ascendéncia nativa, pouca mais de um ter¢o (36,2%) possuem antepassados Negros € pouco
menos de um décimo (9,2%) referiu ascendéncia européia (latina e/ou nZo-latina)
exclusiva. Em 5 (4,2%) casos, ndo se obteve informacdes sobre a etnia familial. Esses
dados sdo comparados, apenas, €m (€rmos de percentagem na mesma Tab. 11 com os dados
de ascendéncia dos 455 controles normais dos pacientes malformados nascidos no CAISM
no periodo de janeiro de 1999 a dezembro de 2000 e registrados pelo ECLAMC. As
propor¢des €tnicas entre 0s dois grupos, pacientes com DFTN e controles normais do
ECLAMC, nio apresentaram diferengas, estatisticamente, significativas
(¢ = 5,08; p = 0,08).
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Tabela 11: Comparagfo entre as 119 familias e 455 controles ECLAMC com relagdo as

percentagens encontradas para suas referidas etnias

Grupos Familias Controles
Ascendéncias Freqiiéncia % %
Europeus 11 9,2 44
Nativos 60 50,4 58,0
Negros 43 36,2 37,6
Ignorada 5 4,2 -
Total 119 100,0 100,0

Na Tab. 12, vé 6 casais (5,0%) apresentavam algum tipo de consangiiinidade.
Quanto 4 recorréncia anterior de outros casos de DFTN nas 119 familias estudadas,
observou-se que 107 (89,9%) delas negaram a ocorréncia de casos de DFTN, tanto na
irmandade do propdsito quanto em outros membros da familia, e 5 (4,2%) familias
referiram a ocorréncia anterior de DFTN na irmandade do propdsito, sendo que em uma
delas, o pai apresentava espinha bifida oculta.

Tabela 12: Freqiiéncia da consangiiinidade entre os pais das 119 familias analisadas

Consangiiinidade entre os Pais Freqiiéncia %
Sim 6 5,0
Nao 106 89,1
Ignorada 7 5,9
Total 128 100,0
Resultados
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A Tab. 13 apresenta o histérico reprodutivo dos casais, relacionando a paridade
das mies com o namero de abortos. Vé-se que 56 (47,0%) das 119 maes eram primigestas,
de 58 mies que tiveram entre duas e quatro gestagdes 15 (25,9%) tiveram, pelo menos, um
aborto anterior ¢ das 4 mdes grande multiparas 2 (50%) tiveram um ou mais abortos

anteriores.

Tabela 13: Relagdo entre o nimero de gestagdes e o de abortos das maes das 119 familias

analisadas
Abortos 0 1 2 ou mais Ignorado

Paridade Total
Ignorada - - - 1 1
Primigesta 56 - - - 56
Multipara 43 12 3 - 58
Grande Multipara 2 1 1 = 4

Total 101 13 4 1 119

Resultados
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Quando avaliados os indicadores das condigdes socioecondmicas das 119

familias analisadas, observa-se que 88 (73,9%) mies tém baixa escolaridade e dessas 72
(81,8%) ndo trabalham. Do total de maes, 92 (77,3%) ndo trabalham, enquanto 88 (73,9%)
tém baixa escolaridade (Tab. 14). Dos pais, 91 (76,5%) estdo empregados, mas 61 (51,3%)
desses tém baixa escolaridade. Do total de pais 77 (64,7%) tém baixa escolaridade,
enquanto 18 (15,1%) sdo subempregados (Tab. 15).

Tabela 14: Relagdo entre a atividade profissional e o grau de escolaridade das mies das

119 familias analisadas
Ocupagio Nio Trabalha Trabalha Ignorada
Escolaridade Ne % Ne % Ne % Total
Baixa 72 78,3 15 65,2 25,0 88
Alta 19 20,6 8 34,8 25,0 28
Ignorada 1 1,1 - - 2 50,0 3
Total 92 100,0 23 100,0 4 100,0 119

Tabela 15: Relagfo entre a atividade profissional e o grau de escolaridade dos pais das 119

familias analisadas

Ocupacio Subempregado Empregado Ignorada
Escolaridade Ne % Ne Yo Ne % Total
Baixa 13 72,2 61 67,0 3 30,0 77
Alta 5 27,8 27 29,7 2 20,0 34
Ignorada - - 3 3.3 5 50,0 8
Total 18 100,0 91 100,0 10 100,0 119
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A média da idade materna foi de 24,3 anos (DP = 6 anos). (Tab. 16). A média
de idade paterna foi de 27,6 anos (DP = 8 anos) (Tab. 17). O grafico 1 apresenta a
distribuicdo das 119 familias pelas idades maternas. O grafico 2 apresenta a distribuicdo das
119 familias pela faixa etdria materna. O grafico 3 apresenta a distribui¢do dos casos de
anencefalia pelas idades materna. O gréfico 4 apresenta os casos de anencefalia distribuidos
pelas faixas etdrias materna. O grafico 5 apresenta a distribui¢do dos casos de espinha
bifida pelas idades materna. O gréfico 6 apresenta os casos de espinha bifida distribuidos

pelas faixas etdrias materna.

Tabela 16: Distribui¢do das maes das 119 familias analisadas por faixas etarias

Idade Materna Freqiiéncia %
Até 20 anos 36 30,3
21 — 35 anos 78 63,5

36 anos ou mais + 3,4

[gnorada 1 0,8
Total 119 100,0

Tabela 17: Distribui¢do dos pais das 119 familias por faixas etarias

Idade Paterna Freqiiéncia %o
Até 20 anos 10 8.4
21 —-35 anos 87 73,1

31 anos ou mais 41 14,3

Ignorada 5 4.2
Total 119 100,0
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N° de casos

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
idade materna

17 18

Grafico 1: Distribuigdo dos casos de DFTN pela idade materna
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Grafico 2: Distribui¢o dos casos de DFTN pela faixa etaria materna
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N° de casos
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Grafico 3: Distribui¢@o dos casos de anencefalia pela idade materna
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Grifico 4: Distribuigdo dos casos de anencefalia pela faixa etaria materna
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Grifico 5: Distribui¢do dos casos de espinha bifida pela idade materna
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Grafico 6: Distribui¢do dos casos de espinha bifida pela faixa etaria materna

A média das idades gestacionais foi de 34,2 semanas (DP = 6 semanas). Entre
as anencefalias e craniorraquisquises, a média das idades gestacionais foi de 29,6 semanas
(DP = 6 semanas). Entre as encefaloceles, a média das idades gestacionais foi de 37,1

semanas (DP = 3 semanas). E entre as espinhas bifidas, a média das idades gestacionais foi

de 37,7 semanas (DP = 3 semanas).

Quanto aos partos, 83 (69,7%) ocorreram de modo espontdneo, enquanto 34
(28,6%) foram induzidos e interrompidos, legalmente, apos autorizacdo judicial. Em dois
casos ndo se ficou sabendo a conclusio da gestagdo (Tab. 18). Todas as gestagoes

interrompidas, legalmente, ocorreram baseadas em evidéncias ultra-sonograficas pré-natais,
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das quais, 33 (97,1%) foram diagnosticadas como anencefalia e 1 (2,9%) como
encefalocele. Dos casos de anencefalia, 5 foram diagnosticados apds o parto com

craniorraquisquise.

Tabela 18: Freqiiéncia dos tipos de parto nas 119 familias analisadas

Tipo de Parto Freqiiéncia %o
Natural 83 69,7
Induzido 34 28,6
[gnorado 2 157

Total 128 100,0

Quanto a0 momento do diagndstico, na Tab. 19, vé-se que 102 (85,7%)
afetados das 119 familias tiveram diagndstico por ultra-sonografia no pré-natal ¢ que 11
(64,7%) dos 17 casos nascidos fora do CAISM nio tinham diagndstico pré-natal. Na Tab.
20 vé-se que, desses 102 casos com diagnéstico pré-natal, 95 (93,1%) foram, inicialmente,
diagnosticados em outros servigos e, por esse motivo, derivados para o CAISM. 87 (91,6%)
desses 95 casos nasceram no CAISM. Apenas 7 (6,9%) dos 102 diagndsticos pré-natais
foram realizados, originalmente, no CAISM. Na Tab. 21, nota-se que das observagdes
clinicas feitas nos diagnosticos ultra-sonograficos 67 (65,7%) foram de DFTN isolados, 34
(33,3%) foram de DFTN associados a outras malformagdes e 1 caso teve como diagndstico

onfalocele, quando, na realidade, se tratava de espinha bifida lombar.

Tabela 19: Relagdo entre a realizagdo do diagnostico pré-natal e o local do parto dos

respectivos propositos das 119 familias analisadas

Local de Nascimento CAISM Fora Desconhecido Total

Diagndstico Pré-Natal

Sim 94 6 2 102

Nio 6 11 - 17

Total 100 17 2 119
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Tabela 20: Relacdo entre o local de realizacdo do exame ultra-sonografico nos 102 casos

em que houve diagnostico pré-natal e o local de nascimento dos respectivos

propositos
Local de Nascimento CAISM Fora Desconhecido Total
Local do Diagnéstico Pré-Natal
Fora 87 6 2 95
CAISM 7 4 e 7
Total 94 6 2 102

Tabela 21: Freqiiéncia dos resultados nos 102 casos em que houve diagnostico pré-natal

Tipo de Diagnéstico Pré-Natal Freqiiéncia Yo
DFTN 67 65,7
DFTN + Outra Malformacéo 34 333
QOutras Malformagbes 1 1,0
Total 102 100,0

As principais intercorréncias gestacionais referidas foram: gripe em 10 (8,4%)
casos, febre em 7 (5,9%) casos, anemia em 1 (0,8%) caso, diabetes melittus em 2 (1,7%)
casos, uso de medicamentos em 14 (11,8%) casos e tabagismo em 14 (11,8%) casos.
Obesidade foi observada em 6 (5,0%) casos e o uso de acido folico foi referido em 2 (1,7%)

casos, este apds a concepgao.
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4.2. RESULTADOS DA ANALISE MOLECULAR
Dados gerais

Das 119 familias, foram obtidas amostras do DNA de 78 propdsitos, 111 maes
e 97 pais. Das amostras analisadas, ndo foi obtido resultado da anélise molecular para
mutag¢do C677T em 4 propositos, 2 mies e 4 pais. Para a mutagdo A1298C, o resultado nio
foi obtido em 9 propésitos, 10 mées e 13 pais. Da amostra-controle, foram extraidos DNA

de 310 e analisados 302 casos para ambas as mutagdes (Tab. 22).

Tabela 22: Distribui¢do dos casos de cada um dos grupos estudados em relagdo ao niimero
total de DNA extraidos e o nimero de casos analisados pela técnica da PCR,

usando as enzimas de restricdo Hinfl, para mutagdo C677T, e Mboll, para

mutagdo A1298C
Casos DNA Extraidos C677T A1298C
Propésitos 78 74 69
Mies 111 109 101
Pais 97 93 84
Controles 310 302 302
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Mutagdes

Na Tab. 23 pode ser vista a distribui¢do dos trés gendtipos da mutagdo C677T
entre os quatro grupos estudados. Entre os 74 propdsitos, encontrou-se 35 (47,3%) CC, 29
(39,2%) CT e 10 (13,5%) TT. Entre as 109 mdes, 43 (39,4%) sdo CC, 55 (50,5%) CT e 11
(10,1%) TT. Dos 93 pais, 35 (37,6%) sdo CC, 47 (50,5%) CTe 11(11,8%) TT. E entre os
302 controles obteve-se 157 (52,0%) CC, 111 (36,8%) CT e 34 (11,3%) TT.

Tabela 23: Freqiiéncias encontradas em 119 familias, das quais foram genotipados 74
propositos, 109 mies e 93 pais, e 302 controles analisados pela técnica da

PCR, usando a enzima de restrigdo Hinf1 para mutagdo C677T

Casos CcC CT TT Total
Propésitos 35 (47,3%) 29 (39,2%) 10 (13.53%) 74

Mies 43 (39,4%) 55 (50,5%) 11 (10,1%) 109

Pais 35 (37,6%) 47 (50,5%) 11 (11,.8%) 93
Controles 157 (52,0%) 111 (36,8%) 34 (11,3%) 302

Em relacdo a essa mutagéo, pode ser observada, a principio, uma proporgdo do
genétipo mutante (TT) ligeiramente maior entre oS propésitos (13,5%) que nos demais
grupos: mées (10,1%), pais (11,8%), controles (11,3%). Contudo, quando essas freqiéncias
sio comparadas e analisadas, ndo se encontra diferenca, estatisticamente, significativa entre

0S grupos (x2(3) =(0,53;, p=0,91).

Tabela 24: Distribuicio das freqiiéncias do alelo 677T entre os grupos analisados (74

propositos, 109 mies e 93 pais, e 302 controles)

Grupos Total de Alelos Alelo 677T Y LC. 95%

Propdsitos 148 49 (33,1) 25,7-41.4

Mies 218 77 (35.3) 29,1-42,1

Pais 186 69 37,1) 30,2-44,5

Controles 604 179 (29,6) 26,0-33.5
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A proporgdo do alelo 677T foi maior entre o grupo dos pais (37,1%) que entre
os demais grupos: propositos (33,1%), médes (35,3%), controles (29,6%). Porém, ndo foram
observadas diferencas, estatisticamente, significativas entre os grupos (xzm =487, p =
0,13). No entanto, ao comparar o grupo de pais com os controles a diferen¢a se mostrou,
quase, significativa (’q) = 3,68; p = 0,05). Ao serem analisados os grupos estudados
(propositos, mies e pais), observou-se que todos se encontram em equilibrio de Hardy-

Weinberg para a mutagdo C677T (xz(g) =0,98; p=0,612).

A Tab. 25 apresenta as fregiiéncias dos gendtipos no ponto 1298. Dos 69
propdsitos, 44 sdo AA, 21 AC e 4 CC. Entre as 101 mdes, observou-se que 60 sdo AA, 36
AC e 5 CC. Entre 84 pais encontrou-se 50 AA, 31 AC e 3 CC. Dos 302 recém-nascidos do
grupo-controle, observou-se que 176 AA, 109 ACe 17 CC.

Tabela 25: Freqiiéncias encontradas em 119 familias, das quais foram obtidos os gendtipos
de 68 propdsitos, 101 mées e 84 pais, e 302 controles analisados pela técnica da

PCR, usando a enzima de restricdo Mboll para mutagdo A1298C

Casos AA AC CcC Total
Propdsitos 44 (63,8%) 21 (30,4%) 4 (5,8%) 69
Mies 60 (59,4%) 36 (35,6%) 5 (5,0%) 101
Pais 50 (59,5%) 31 (36,9%) 3 (3,6%) 84
Controles 176 (58,3%) 109 (36,1%) 17 (5,6%) 302

Avaliando os resultados obtidos das freqiiéncias dos genétipos no ponto 1298
(Tab. 25) pelos quatro grupos estudados, observa-se que o genodtipo mutante (CC) foi,
ligeiramente, menor entre os pais (3,6%) que nos demais grupos: propositos (5,8%), maes
(5,0%), controles (5,6%). Entretanto, as analises estatisticas provaram que as diferen¢as ndo
foram significativas, nem entre os propositos em relagdo aos controles (p = 0,57), as maes

(p = 0,53), ou aos pais (p = 0,31).
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Tabela 26: Distribuicdo das freqiiéncias do alelo 1298C entre os grupos analisados

(74 propdsitos, 109 mies e 93 pais, e 302 controles)

Grupos Total de Alelos Alelo 677C % LC. 95%
Propositos 138 29 (21,0) 14,7-28,9
Mies 202 46 (22,8) 17,3-29.3
Pais 168 37 (22,0) 16,2-29,2
Controles 604 143 (23,7) 20,4-27,3

A proporgdo do alelo 1298C foi maior entre 0 grupo-controle (23,7%) que entre
os demais grupos: propositos (21,0%), maes (22,8%), pais (22,0%). Porém, essas diferencas
observadas nio foram, estatisticamente, significativas (X3 = 0,56; p = 0,91). Ao serem
analisados os grupos estudados (propositos, maes ¢ pais), observou-se, também, que todos
se encontram em equilibrio de Hardy-Weimberg para a muta¢do A1298C

() = 0,48; p = 0,787).
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Na Tab. 27, podem ser vistas as freqii€ncias dos genétipos de ambas as
mutagdes estudadas entre os quatro grupos analisados. Embora a freqiiéncia da dupla
heterozigosidade seja aparentemente maior nos grupos de mdes e pais, ndo foram
observadas difereng¢as, estatisticamente, significativas, quando os quatro grupos foram
analisados (1’3 = 3,93; p = 0,27). Foi muito rara a ocorréncia do gendtipo homozigoto
mutante CC, seja associado com o heterozigoto CT (1 caso), seja com o homozigoto TT

(nenhum caso). Também, foi rara a associacdo TT/AC (2 casos).

Tabela 27: Freqiiéncias encontradas para ambas as mutagdes associadas em 119 familias,
das quais foram genotipados 68 propositos, 100 maes e 84 pais, e 302 controles
analisados pela técnica da PCR, usando as enzimas de restricdo Hinfl, para

mutagdo C677T, e Mboll, para mutagdo A1298C

Genétipo cC cC CcC CT cT cT IT IT IT
AA AC CcC AA AC CccC AA AC CC
Total
Casos
Propésitos 17 12 4 17 8 (11.8%) - 10 - - 68
Maes 17 17 5 31 19 (19.0%) - 11 - - 100
Pais 16 13 3 25 17 (20,2%) = 9 1 - 84
Controles 73 68 16 70 40 (13.2%) 1 33 1 - 302
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Relagio entre dados clinicos e mutagoes

A Tab. 28 apresenta as freqiiéncias dos trés genotipos da mutagdo C677T em
relagio ao sexo dos propositos e dos controles. Quando observada a distribui¢do dos trés
genotipos da mutagdo C677T pelo sexo dos propoésitos, vé-se que cada sexo € responsavel
por metade do total de 10 casos com genétipo TT (5 masculinos e 5 femininos). Os dois
propositos de sexo indeterminado possuem genétipo CC. Entre os controles, a proporgdo de

pacientes com genotipo TT foi de 22 do sexo masculino e 12 do sexo feminino.

Tabela 28: Relacdo entre o sexo dos 74 propositos € dos 302 controles e seus genotipos
para mutagdo C677T, analisados pela técnica da PCR, usando a enzima de

restrigdo Hinfl

Pacientes Propésitos Controles
Sexo Masculino Feminino Niao Masculino Feminino
Genotipos Determinado
Ce 11 22 2 86 71
€T 14 15 - 51 69
13 3 (16,7%) 5(11,9%) = 22 (13,8%) 12 (8.4%)
Total 30 42 2 159 143

A distribuicdio do genétipo 677TT, pelo sexo, foi semelhante tanto entre os
propdsitos quanto entre 0S controles, sendo, aparentemente, mais freqiiente entre 0S
individuos do sexo masculino que entre aqueles do sexo feminino. Entretanto, a andlise
estatistica demonstrou ndo haver diferenca significativa entre os dois grupos, tanto para o
sexo masculino (sz = (0,17, p = 0,68), quanto para o feminino (xz(;) = 0,48; p = 0,49).
Também, ndo se observou diferenca, estatisticamente, significativa entre os sexos, tanto

entre 0s propositos (xzm =(,33; p = 0,56), quanto entre 0s controles (xzm =2723;p=0,13).
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Nas Tab.s 29 e 30 podem ser vistas as freqiiéncias dos gen6tipos de ambas as
mutagdes estudadas entre os propositos e os controles em relagdo ao sexo de cada um. Entre
0s propositos, observa-se mais uma vez que cada sexo ¢ responsavel por metade do total de
8 casos com genétipo CT/AC (4 masculinos e 4 femininos). Dos 2 propdsitos, cujo sexo foi
indeterminado 1 é CC/AA e o outro CC/CC. Entre os controles ,a distribui¢do de pacientes

com genétipo CT/AC foi de 17 do sexo masculino e 23 do sexo feminino.

Tabela 29: Relagdo entre o sexo dos 68 propositos e seus genotipos para ambas as
muta¢des, analisados pela técnica da PCR, usando as enzimas de restricdo

Hinf1, para mutagdo C677T, e Mboll, para mutacdo A1298C

Gendtipo cc CC cC CcT £7 T
AA AC CC AA AC AA Total
Casos
Masculino 5 4 1 8 4 (14,8%) 5 27
Feminino 11 8 2 9 4 (10.3%) 5 39
Nio determinado l - 1 - . - 2

Tabela 30: Relagdo entre o sexo dos 302 pacientes controle e seus gendtipos para ambas as
mutagdes, analisados pela técnica da PCR, usando as enzimas de restri¢do

Hinf1, para mutacdo C677T, e Mboll, para mutagdo A1298C.

Gendtipp CC CC CC CT cT CT IT IT
AA AC CcC AA AC CC AA AC
Total
Casos
Masculino 37 40 9 34 17 (10,7%) E 22 - 159
Feminino 36 28 7 36 23 (16,1%) 1 11 1 143

A andlise conjunta de ambas as mutagdes (C677T e A1298C) apresentou uma
aparente diferen¢a nas freqiiéncias do gendtipo, duplamente, heterozigoto (CT/CA) em
relacdo ao sexo dos propositos e dos controles, sugerindo ser mais freqiiente entre os

propositos masculinos e os controles femininos. Contudo, apesar dessa aparente inversdo
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nas fregiiéncias, a analise estatistica demonstrou ndo haver diferenca significativa entre 0s
dois grupos, tanto para o sexo masculino (p = 0,36), quanto para o feminino (p = 0,26).
Também, ndo se observou diferenca, estatisticamente, significativa entre os sexos, tanto

entre os propositos (p = 0,42), quanto entre 0s controles (¢’ = 1,90; p = 0,17).

A analise da distribuic@io dos genotipos dos 74 propdsitos para 0 ponto 677 com
relagdo aos antecedentes étnicos de suas familias, apresentada na Tab. 31, mostrou que, dos
homozigotos mutantes (TT), 6 (60%) sdo nativos, 3 (30%) sdo europeus e, apenas, 1 (10%)
é negro. Quanto a analise da distribuicdo dos 68 propositos genotipados para ambos 0S
pontos de mutagdo (C677T/A1298C) com relagdo os antecedentes étnicos de suas familias
apresentada na Tab. 32, observa-se que, daqueles que apresentam genotipo, duplamente,

homozigoto (CT/AC), 6 (75%) sdo nativos € 2 (25%) sdo negros.

Tabela 31: Distribuicdo dos 74 propositos pela ascendéncia étnica familial em relacdo ao

genotipo para a mutagdo Ce7TT

Genétipo CcC CT i Total
Ascendéncia
Europeus - 2 (40,0%) 3 (60,0%) 5
Nativos 16 (42,1%) 16 (42,1%) 6 (15,8%) 38
Negros 16 (57,1%) 11 (39,3%) 1 (3,6%) 28
I[gnorada 3 (100,0%) - - 3
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Tabela. 32: Distribuigdo dos 68 propositos pela ascendéncia étnica familial em relagfio aos

genoétipos para as mutagdes C677T e A1298C

Gendtipo  CC cC cC cT cT IT
AA AC CC AA A\C AA Total
Ascendéncia
Europeus - - - 2 3 3
Nativos 7 7 1 9 6 (75%) 6 36
Negros 9 4 2 6 2 (25%) 1 24
Ignorada 1 1 1 - - - 3

A Tab. 33 apresenta a proporgdo de cada diagnéstico em relagdo aos trés
genotipos para mutagdo C677T dos 74 propésitos genotipados. Observou-se a incidéncia do
genotipo TT em 1 anencefélico, 2 espinhas bifidas toracicas, 6 lombossacrais e 1 sacral. Na
Tab. 34 ¢ apresentada a propor¢do de cada diagnostico em relagdo aos gendtipos
combinados para ambas as mutagdes analisadas. Dos 68 propdsitos que se conseguiu
associar o resultado de ambos os genotipos, encontrou-se o gendtipo CT/AC incidindo em 2
casos de anencefalias, 1 encefalocele, 1 espinha bifida toracica, 2 lombares, 1 lombossacral

e 1 sacral.
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Tabela 33: Relacio entre o diagndstico dos 74 propositos e seus genotipos para mutagdo

C677T, analisados pela técnica da PCR, usando a enzima de restrigdo Hinfl

Gendétipo CC CT TT
Diagndstico Total

- Anencefalia 8 6 1 15
- Craniorraquisquise - 2 , 2
- Encefalocele 4 4 = 8

- Espinhas Bifidas
Cervicais 1 - - L
Toracicas/Toracolombares 6 4 2 12
Lombares 1 4 - 5
Lombossacrais 12 ¢ 6 25
Sacrais 2 1 1 4
- Defeitos Nao-contiguos 1 1 - 2
Total 35 29 10 74
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Tabela 34: Relagdo entre o diagndstico dos 68 propésitos e seus genotipos para ambas as
mutagdes, analisados pela técnica da PCR, usando as enzimas de restricdo

Hinf1, para mutagdo C677T, e Mboll, para mutagdo A1298C

Gemétipp ~ CC C€C CC €I CT IT
AA AC CC AA AC AA Total
Casos
- Anencefalia 3 4 1 4 2 l L5
- Craniorraquisquise - - 2 - 5 - -
- Encefalocele 3 1 - 3 1 - 8
- Espinhas Bifidas
Cervicais 1 - - z . . I
Toracicas/Toracolombares 3 1 I 3 1 2 L1
Lombares - 1 - 2 2 - 5
Lombossacrais 5 = 1 4 1 6 22
Sacrais 1 - 1 - 1 L 4
- Defeitos Nio-contiguos I - - 1 - - 2
Total 17 12 4 17 8 10 68
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Ao se avaliar a Tab. 33, percebe-se, claramente, que a incidéncia do genotipo
mutante (TT) apresenta uma concentragdo maior entre as espinhas bifidas, com
predomindncia naquelas, anatomicamente, mais baixas. Contudo, comparando-se as
freqiiéncias do gendtipo mutante (TT) entre os casos de anencefalia e espinha bifida, ndo se
observou diferenca, estatisticamente, significativa (p = 0,19). Ao contrario, quando a Tab.
34 ¢ avaliada observa-se uma distribuigdo da incidéncia do gendtipo, duplamente,
heterozigoto (677CT/1298AC) praticamente semelhante, tanto entre os defeitos que
envolve o crinio, quanto entre aqueles restritos a coluna vertebral, sendo, também,

estatisticamente insignificante (p=0,38).

De acordo com a classificagdo sugerida por TORIELLO & HIGGINS (1985),
que divide os DFTN em altos — lesdes envolvendo o crinio e/ou a coluna até a 11° vértebra
tordcica — e baixos — lesdes restritas a extensdo da coluna localizada entre a 12° vértebra
tordcica e a Gltima sacral — foram criadas as Tab. 35 e 36 sendo considerados defeitos altos
as anencefalias, as craniorraquisquises, as encefaloceles e as espinhas bifidas que
envolvessem os seguimentos cervical e toracico. Os defeitos baixos ficaram restritos as
espinhas bifidas lombares, lombossacrais e sacrais. Os defeitos ndo-contiguos ndo foram

incluidos nessas analises.

Desse modo, pode-se ver na Tab. 35 que os casos com defeitos altos
compreendem 3 (30%) dos 10 propositos com genotipo TT, ou 4,1% do total da amostra
genotipada (74). Os casos com defeitos baixos compreendem a 7 (70%) dos 10 propositos
com genétipo TT, ou 9,5% do total da amostra genotipada (74). Apesar dessas proporgoes
tdo dispares, mostradas na Tab. 36, ndo foram observadas diferengas, estatisticamente,
significativas entre os propositos com gendtipo mutante 677TT em relagdo aos controles,
seja para os defeitos altos (p = 0,45), seja para 0s baixos () = 2,48; p = 0,11), nem entre
os dois niveis dos defeitos entre si (p = 0,14). Na Tab. 34, observa-se que tanto 0s Casos
com defeitos altos quanto aqueles com defeitos baixos correspondem & metade dos 8
propésitos com genotipo CT/AC, ou 5.9% do total da amostra genotipada (68), sendo,
estatisticamente, insignificante para ambos os niveis dos defeitos quando comparados ao

grupo-controle (p=0,09).
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Tabela 35: Relagdo entre o nivel anatémico do defeito dos 74 propdsitos e seus genotipos

para muta¢do C677T, analisados pela técnica da PCR, usando a enzima de

restricdo Hinfl, excluindo-se aqueles com defeitos ndo-contiguos

Gendtipo CC CT TT
Nivel do Defeito Total
Altos 19 16 3 (7.9%) 38
Baixos 1y 12 7 (20.6%) 34

Tabela 36: Relagdo entre o nivel anatdmico do defeito dos 68 propédsitos e seus gendtipos
para ambas as mutagdes, analisados pela técnica da PCR, usando a enzima de

restricio Hinfl, para mutagio C677T, e Mboll, para mutagio A1298C,

excluindo-se aqueles com defeitos ndo-contiguos

Genétipo  CC cc cC cr CT TT
AA AC CC AA AC AA Total
Casos
Altos 10 6 2 10 4 (11.4%) 3 35
Baixos 6 6 2 6 4 (12.9%) 7 31
Resultados
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5. DISCUSSAO
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Este trabalho foi realizado com base nos dados referentes a 119 familias de
pacientes portadores de DFTN, cadastrados no Progepe através das fichas do ECLAMC
e/ou do AGP, entre setembro de 1987 e dezembro de 2000, além dos prontudrios médico-
hospitalares. Essas informag¢des clinicas foram complementadas com os resultados das
analises moleculares para as mutagdes C677T e A1298C no gene da enzima MTHFR
realizadas com os membros da triade basica (propdsito, mie e pai) dessas mesmas familias.
O grupo-controle foi constituido do DNA extraido de amostras de sangue do cordio
umbilical de 302 recém-nascidos vivos € consecutivos, sem qualquer anomalia congénita,
nascidos na Maternidade do Caism em dois periodos distintos (29 de novembro a 26 de
dezembro de 1999 e 06 de julho a 03 de agosto de 2000).

Inicialmente, fizeram parte desse trabalho os dados de 55 familias, previamente,
atendidas no Progepe no periodo de setembro de 1987 a dezembro de 1998, além dos dados
das 72 familias, prospectivamente, avaliadas entre janeiro de 1999 e dezembro de 2000.
Posteriormente, 8 desses casos foram excluidos, um porque ndo se conseguiu obter
resultado de PCR a partir do DNA dos pais, € os outros 7, porque os propdsitos eram
polimalformados verdadeiros ou sindromicos e, inadvertidamente, foram considerados na

presente casuistica num primeiro momento.

5.1. VARIAVEIS CLINICAS
5.1.1. Dados gerais

O estudo da composi¢do das 119 familias (Tab. 5) mostra que 11 (9,2%)
familias incluidas no estudo estdo representadas por apenas um membro, sendo 3, apenas,
pela mie e 8, apenas, pelo proposito. Isto se deu por dois motivos: na primeira situagdo,
porque os propdsitos faleceram e foram retirados do Caism, antes que fosse possivel coletar
amostra de seu sangue e os pais ndo compareceram as consultas; na segunda situagdo, por

que nio se conseguiu contato com os pais apos o nascimento dos propdsitos.
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No presente estudo, embora 19 (26%) propositos das 119 familias ndo tenham
nascido na Maternidade do Caism (Tab IV-3), todos esses, com exce¢do de um, fizeram
parte da populacéo atendida no Caism durante o pré-natal e foram procedentes da cidade de
Campinas ou da Regido circunvizinha. O grupo controle, também, foi extraido da
populagdo atendida no Caism, sendo formado por amostras de sangue de corddo colhidas
durante o parto de recém-nascidos vivos € consecutivos, que nio apresentassem qualquer
anomalia congénita diagnosticada até a data de sua alta da maternidade. Essa amostra foi
coletada em duas etapas dentro do periodo de desenvolvimento do projeto (29 de novembro
a 26 de dezembro de 1999 ¢ 6 de julho a 3 de agosto de 2000).

5.1.2. Dados dos propésitos

As médias de peso ao nascimento podem ser consideradas como reflexo direto
da realizacdo de diagnostico pré-natal precoce com indicagdo de interrupgdo da gestacao.
Esse fato é mais evidente entre as anencefalias e as craniorraquisquises, especialmente
quando a esse dado sdo associadas a taxa de interrupgio gestacional (63,5%) e a idade
gestacional média (29,6 semanas). Entre os casos de espinha bifida, a taxa de mortalidade
ao nascimento (1,9%) e a média de peso (2939g) poderiam ser consideradas um reflexo,
tanto das boas condigdes apresentadas pelas mdes em seus pré-natais, quanto da qualidade

do acompanhamento e suporte oferecido pelos servigos onde os propésitos nasceram.

Entre os casos de DFTNs, tém sido observadas recorréncias maiores sobre o
sexo feminino numa propor¢do que chega a 9:1 (GHOSH, WOO, POON et al, 1981;
MYRIANTOPOULOS & MELNICK, 1987; TOLMIE, 1997), sendo mais marcante entre
as anencefalias (LECK, 1974; HUNTER, 1993). Hipéteses sugerindo fatores ambientais
especificos (JAMES, 1979a; JAMES, b), diferengas nas taxas de abortamento espontaneo
dos fetos com DFTN segundo o sexo (BYRNE & WARBURTON, 1986; KALLEN,
COCCHI, KNUDSEN et al, 1994) e inativagdo an6mala do cromossomo X
(JAMES, 1988) foram sugeridas.
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A relagdo entre os sexos dos propésitos do presente estudo mostrou uma
predomindncia do sexo feminino de 1,19:1. Entre os casos de craniorraquisquise e
anencefalia, encontrou-se, também, um predominio do sexo feminino de 1,13:1. Entre as
encefaloceles a incidéncia €, absolutamente, maior no sexo feminino (7:3). Entre as

espinhas bifidas, o nimero de casos foi igual para ambos os sexos (27 casos).

SELLER (1987 e 1995¢) mostrou que o sexo feminino tende a ser mais afetado
por defeitos altos — holoacrania, craniorraquisquise, encefalocele e espinha bifida,
envolvendo a coluna toracica — enquanto o sexo masculino é mais, freqlientemente, afetado
por lesdes na coluna inferior — lombar e sacral. Resultados semelhantes foram observados
quando a mesma comparacdo foi realizada utilizando-se os resultados do presente estudo.
Entre os defeitos altos, o nimero de casos do sexo masculino (29) foi menor que os casos
do sexo feminino (45) numa razéo de 1:1,55. J4, entre os defeitos baixos, houve predominio

do sexo masculino (24) sobre o feminino (15) numa razio de 1,6:1.

5.1.3. Dados de antecedentes familiais e do pré-natal

A incidéncia maior de DFTN em brancos que em negros € um fato ja bastante
conhecido e amplamente, observado, especialmente, entre os casos de anencefalia
(KURTZKE, GOLDBERG, KURLAND, 1973; ERICKSON, 1976;
MYRIANTHOPOULOS & MELNICK, 1987), embora evidéncias semelhantes, também.
tenham sido descritas para as espinhas bifidas (KURTZKE, GOLDBERG, KURLAND,
1973; MYRIANTHOPOULOS & MELNICK, 1987). Foi observado nas populacdes do
Texas (HENDRICKS, SIMPSON, LARSEN, 1999) e da Califérnia (STRASSBURG,
GREELAND, PORTIGAL et al, 1983; SHAW, VELIE, WASSERMAN, 1997) que os
individuos de ascendéncia latina apresentavam taxas de prevaléncia de DFTN maiores que
aquelas observadas na populagdo branca local, mesmo quando foram comparadas as

geragdes ja nascidas nos Estados Unidos.
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Uma vez que os individuos que compdem o grupo controle genotipado ndo
foram identificados, os dados de antecedentes étnicos das familias analisadas no presente
estudo, apresentados na Tab. IV-8, sdo comparados, apenas, em termos de percentagem
com os dados de ascendéncia dos 455 controles normais dos pacientes malformados
nascidos no CAISM no periodo de janeiro de 1999 a dezembro de 2000 e registrados pelo
ECLAMC, por ser esta, também, uma amostra representativa da populagdo estudada e por
acreditar-se que, dentre esses controles normais do ECLAMC, estdo, provavelmente,

muitos dos pacientes utilizados como controle no presente estudo.

A andlise dos dados obtidos quanto a etnia das familias afetadas com DFTN,
poderia sugerir que os casos ocorreram de modo menos freqiiente entre os negros que entre
os demais grupos raciais juntos. Todavia, observa-se que as propor¢des encontradas em
ambos os grupos, afetados com DFTN e controles normais, €, praticamente, a mesma entre
as trés modalidades raciais padronizadas para o presente estudo, fato que demonstra que a
prevaléncia dos casos quanto ao grupo étnico das familias afetadas ndo apresentou
diferengas daquelas esperadas para a populagdo estudada e aferida pelos controles normais
do ECLAMC no mesmo periodo em que o estudo foi realizado (32 = 5,08; p = 0,08).

AL-GAZALI, SZTRIHA, DAWODU et al. (1999) descreveram uma taxa de
prevaléncia de DFTN de 11,4/10.000 nascimentos em uma populacdo com alta incidéncia
de casamentos consangiiineos. Ao analisar-se a freqliéncia e o grau de parentesco entre os
pais do presente estudo, foi encontrada uma taxa de consangiiinidade (5,0%) elevada,
embora bem inferior aos 13,3% encontrados por MISISIAN (2000) entre os pacientes do
Hospital Sdo Paulo. Provavelmente, a alta prevaléncia de casais consangiiineos na presente
amostra estudada seja, apenas, reflexo das altas taxas de consangiiinidade encontradas na
Maternidade do CAISM e ha tempo registradas pelo ECLAMC.

MISISIAN (2000) encontrou uma alta taxa de recorréncia familial de DFTN
(13,33%) em estudo realizado em dois centros de acompanhamento e tratamento de
pacientes com espinha bifida na cidade de Sdo Paulo. No presente estudo 6 (5,1%) familias
referiram antecedente de DFTN, sendo 4 casos em parentes de 1° grau (pai ou irmios) e 2
em parentes mais distantes. De um modo geral, pode-se dizer que a recorréncia familial

encontrada na presente amostra ndo difere daquela referida, internacionalmente, como

Discussdo
166



variando entre 1,34 a 8,9%., podendo ser generalizado a uma média estimada em 3 - 4%
(HUNTER, 1993; NORMAN, McGILLIVRAY, KALOUSEK et al., 1995b; TOLMIE,
1997).

Enquanto alguns estudos apontavam para uma provavel associacdo entre uma
prevaléncia aumentada dos casos de DFTN e condi¢des socioeconomicas baixas dos pais
(FEDRICK, 1976; FIELD, 1978), outras andlises ndo observaram a mesma relacdo
(NAGGAN & MacMAHON, 1967; LECK, 1972; STRASSBURG, GREELAND,
PORTIGAL et al, 1983). No Brasil, tanto LIMA (1999) quanto MISISIAN (2000)
observaram melhores niveis sociais entre os pacientes com DFTN quando comparados aos

grupos controle.

Para MISISIAN (2000) é possivel que esse efeito se deva ao fato de que, diante
de uma patologia que exige tratamento intensivo, permanente e complexo e, portanto,
dispendioso, as familias que, normalmente, utilizam a medicina privada ou conveniada
tendem a migrar para instituigdes publicas e sem fins lucrativos. A isso, pode-se
acrescentar, também, que esse fato ocorre motivado, principalmente, pela alta qualificagdo
dos profissionais que, ali, se encontram, além desses servicos agruparem, no mesmo
espago, todas as especialidades necessarias para o melhor acompanhamento dos pacientes
com DFTN.

Alguns autores descreveram que, ao se relacionar a ocorréncia dos DFTN as
idades maternas, € possivel criar um grafico em parabola com forma de U, no qual as taxas
mais elevadas incidiriam entre as mies com menos de 20 e mais de 35 anos (CARTER,
DAVID, LAURENCE, 1968; FEDRICK, 1970; ELWOOD, RAMAN, MOUSSEAU,
1978). FIELD (1978) observou o mesmo risco elevado entre as mies com mais de 40 anos.
GRANROTH, HAAPAKOSKI, HAKAMA (1978) e STRASSBURG, GREELAND,
PORTIGAL et al. (1986) ndo encontraram um efeito da idade materna, quando controlam
os grupos por paridade, mas verificaram um risco maior entre as multiparas. No Brasil,
LIMA (1999) e MISISIAN (2000) encontraram uma propor¢do inversa, com taxas mais

elevadas entre as mies que se encontravam no intervalo de idade entre 20 e 29 anos.
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No presente estudo, observou-se também, uma pardbola invertida com maior
incidéncia entre as maes com idade entre 21 e 35 anos. Esta observagdo ocorreu, tanto para
o grupo dos DFTNs como um todo, quanto para as espinhas bifidas isoladamente, como
pode ser visto nos Graficos IV-1, IV-2, IV-5 e IV-6. Um resultado semelhante, mas nio tdo

caracteristico, foi encontrado entre os casos de anencefalia (Graf.IV-3 e IV-4).

No estudo do EUROCAT (1991), foi observado que, entre 1984 ¢ 1986, pelo
menos 80% dos casos de anencefalia foram abortados em seis centros € pelo menos 40%
dos casos de espinha bifida foram abortados em quatro centros. Na Australia, BOWER,
RAYMOND, LUMLEY et al. (1993) observaram que a taxa de indugio ao abortamento
dos casos de DFTN diagnosticados até a 20* semana subiu de 2,9% em 1979 para 39,9%
em 1989. Entre as anencefalias o aumento foi de 4,8% em 1980 para 58.6% em 1989 ¢
entre as espinhas bifidas, de 1,4% para 26,9% nos mesmos periodos.

A avaliagdo ultra-sonografica, durante o pré-natal, tem implicado em
diagnésticos mais precoces, especialmente, naqueles casos em que os DFTNs sio mais
graves e/ou maiores. Um efeito do diagnéstico precoce € a derivagdo desses casos para
acompanhamento em centros de referéncia, no caso, o CAISM. Outro efeito seria a
ocorréncia da antecipagdo dos partos por indugdo apds autorizagdo judicial, fato que passou
a ser observado nessa maternidade com a implanta¢do do Servigo de Medicina Fetal em
1993.

A impressdo inicial que o aumento na incidéncia dos casos de DFTNs no Caism
decorre dos diagnosticos ultra-sonograficos pré-natais foi confirmada, quando foram
cruzados os dados de local do diagndstico pré-natal inicial com o local do parto, como visto
na Tab. IV-16. Observa-se que 87 (91,6%) dos 95 casos diagnosticados, inicialmente, em
outros servicos acabaram nascendo no CAISM, e que, apenas, 7 (7,4%) dos 94 casos

nascidos no Caism foram, originalmente, diagnosticados nesse servigo.

Viarios s@o os fatores ambientais que vém sendo referidos como estando
associados aos DFTN, apesar de muitos resultados serem controversos. Fatores como
obesidade, doenga celiaca, hiperhomocistinemia, infec¢des virais e outros vém sendo

estudados como possiveis fatores de risco para os DFTN. Contudo, at¢ o0 momento, sé
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foram encontradas fortes evidéncias associadas ao uso periconcepcional de medicamentos
anticonvulsivantes, especialmente, o 4cido valpréico e a carbamazepina, aos quadros
maternos de hipertermia e diabetes melittus dependentes da terapia de reposicéo de insulina
durante a gestagdo (SMITHELLS, SHEPPARD, SCHORAH, 1976; REECE, FRIEDMAN,
COPEL et al.,, 1995; TOLMIE, 1997; SHAW, TODOROFF, VELIE et al., 1998; SHAW.,
TODOROFF, FINNELL et al., 2000).

No Brasil, estudos recentes (LIMA, 1999; MISISIAN, 2000) ndo encontraram
associagdo dos casos de DFTN com qualquer intercorréncia no periodo pré-natal. No
presente levantamento, apesar da amostragem pequena e da auséncia de um grupo-controle
para comparagdo desses dados, nenhum antecedente gestacional em particular parece
relevante. De qualquer modo, foi referido gripe em 10 (8,4%) casos, febre em 7 (5,9%)
casos, anemia em | (0,8%) caso, diabetes melittus em 2 (1,7%) casos, uso de medicamentos
em 14 (11,8%) casos, basicamente sulfato ferroso, complexos vitaminicos e
antiespasmodico (Buscopan®), e tabagismo em 14 (11,8%) casos. Obesidade foi observada

em 6 (5,0%) casos e o uso de acido folico foi referido em 2 (1,7%) casos ambos apds a

concepgao.

5.2. RESULTADOS MOLECULARES
5.2.1. Dados gerais

Das 119 familias restantes, obteve-se DNA de 78 propositos, 111 maes e 97
pais. Entretanto, das amostras extraidas, ndo foi obtido resultado da andlise molecular para
mutacdo C677T em 4 propdsitos, 2 mies e 4 pais, € para mutagdo A1298C, o resultado nio
foi obtido em 9 propositos, 10 mies e 13 pais. De qualquer modo, esse nimero amostral é
semelhante & maioria dos trabalhos publicados até o momento (VAN DER PUT,
STEEGERS-THEUNISSEN, FROSST et al., 1995; KIRKE, MILL, WHITEHEAD et al.,
1996; OU, STEVENSON, BROWN et al., 1996; PAPAPETROU, LYNCH, BURN et al.,
1996; WILCKEN & WANG 1996; MORNET, MULLER, LENVOISE-FURET et al.,
1997 BODUROGLU, ALIKASIFOGLU, ANAR et al, 1998; DE FRANCHIS,
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BUONINCONTI, MANDATO et al., 1998; KOCH, STEGMANN, ZIEGLER et al., 1998;
CHRISTENSEN, ARBOUR, TRAN et al., 1999; JOHNSON, STENROOS, HEATH et al.,
1999; SHIELDS, KIRKE, MILLS et al.,, 1999; SPEER, NYE, McLONE et al, 1999;
AKAR, AKAR, DEDA, 2000; WENSTROM, JOHANNING, OWEN et al., 2000a).

5.2.2. Mutacgoes

Uma variante, levemente, termoldbil da MTHFR foi descrita, pela primeira vez,
por KANG, WONG, SUSMANO et al (1991). Eles definiram uma diminui¢4o na atividade
da enzima em torno de 50%, e sugeriram que esse fato estaria associado a uma prevaléncia
aumentada de doencas obstrutivas das arteriais coronarianas. Empregando a técnica de
¢DNA, GOYETTE, SUMMER, MILOS et al. (1994) identificaram o locus do gene da
MTHFR no brago curto do cromossomo 1 (1p36.3). A mutagio causadora da labilidade
térmica na enzima foi identificada por FROSST, BLOM, MILOS et al. (1995) no exon 4 do
gene. Ela ocorre por substituigio pontual de uma citosina por uma timina no ponto 677
(677C—T ou C677T), criando um sitio de restri¢do para a enzima Hinfl. A mutagdo leva a

troca de um amino4cido alanina por uma valina na estrutura da MTHFR.

Com a descoberta de FROSST, BLOM, MILOS et al. (1995), foram realizadas
pesquisas em quase todos os paises do mundo, inclusive no Brasil, para identificar a
freqiiéncia da mutagdo C677T no gene da MTHFR em grupos €tnicos que compdem €ssas
populagdes, sendo encontradas freqiiéncias com variagdes significativas, tanto entre as
populagdes de diferentes paises, quanto entre as etnias que compdem a populagdo de um
mesmo pais. Dentre todas essas publicagdes, merece destaque a extensa revisdo de BOTTO
& YANG (2000) que lista, através de grandes tabelas, as freqiiéncias dos genotipos dessa
mutacdo encontradas nos diversos paises dos cinco continentes. Nessa mesma publicagdo,
eles apresentam todos os estudos caso-controle realizados até aquela data com o objetivo de
identificar as freqiiéncias dos gendtipos da mutagdo C677T entre portadores de DFTN,
sindrome de Down e fenda labio-palatina.
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Para o presente estudo, é importante referir trabalhos publicados sobre trés
paises, México, Italia e China, que, apesar de suas muitas e grandes diferencas, possuem
algumas pequenas similaridades com o Brasil, especialmente, com respeito aos DFTN.
MUTCHINICK, LOPEZ, LUNA et al. (1999) através de um extenso trabalho multicéntrico
realizado no México, observaram uma freqii€ncia elevada de mutantes 677TT naquele pais
(34,8%), com um gradiente de concentragdo, significativamente, favoravel a regido norte,
que apresenta a taxa mais baixa do pais (22,4%). Eles sugerem que essas taxas elevadas
sejam as responsaveis pelas altas incidéncias de DFTN naquela populagdo. Esses dados
foram, parcialmente, confirmados pelo trabalho de MARTINEZ-DE-VILLARREAL,
DELGADO-ENCINO, VALDEZ-LEAL et al. (2001) que, genotipando uma amostra da
populagdo do Norte do México, encontraram freqiiéncias de TT iguais a 9,6% entre os

controles normais e 39,5% entre pacientes com espinha bifida.

Na Itdlia, DE FRANCHIS, BUONINCONTI, MANDATO et al. (1998)
encontraram, entre 203 pacientes com espinha bifida uma freqiiéncia do genétipo TT igual
a 25,6%, a qual foi, significativamente, maior que os 16,6% observados entre 583 controles
normais. Para RIZZARI, VALSECCHI, CONTER (1997), as razdes para as discrepancias
entre os italianos e outras populagdes brancas nfio sdo claras, porém a alta ingestdo de
folato que resulta da dieta mediterrdnea (vegetais, frutas e todos os grdos), provavelmente
poderia contrabalangar o efeito, potencialmente, negativo da alta incidéncia da mutagdo e
explicar a baixa incidéncia de DFTN. Esse efeito interativo é compativel com o modelo
multifatorial proposto para os DFTN e com o efeito protetor de uma 6tima ingestdo de
folato. Opinido semelbante é compartilhada por MELNICK & MARAZITA (1998)
sugerindo que as discrepancias observadas nas prevaléncias de DFTN, na China, sejam
decorrentes de uma dieta mais variada e rica em alimentos, que contém acido félico, nas

populagdes das provincias do Sul.

ApoOs a associagdo feita entre a termolabilidade da MTHFR e a maior
predisposi¢do ao desenvolvimento de doengas cardio-vasculares, sugerida por KANG,
WONG, SUSMANO et al. (1991) e confirmada por FROSST, BLOM, MILOS et al
(1995), VAN DER PUT, STEEGERS-THEUNISSEN, FROSST et al. (1995) na Holanda e
WHITEHEAD, GALLAGHER, MILLS et al. (1995) na Irlanda, descreveu-se os DFTN
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como sendo o segundo grupo de anormalidades a estar associado com a presenga da
mutacio C677T. Quase que concomitantemente, eles analisaram grupos de pacientes com
espinha bifida e seus pais, e observaram freqiiéncias entre os afetados 2,5 — 3,0 vezes maior
que as encontradas em seus grupos controle normais, o que, inclusive, os levou a postular
ser essa mutagdo um fator de risco para a ocorréncia de DFTN também.

Posteriormente, outros trabalhos, também, apresentaram significativa
divergéncia nos resultados encontrados entre os pacientes com DFTN (P) e os controles
normais (C). Nos Estados Unidos, OU, STEVENSON, BROWN et al. (1996) analisando P
= 41 e C = 109, encontraram freqiiéncias do genotipo TT (TT) de 9.4% e 4,6%,
respectivamente; e WENSTROM, JOHANNING, OWEN et al. (2000a), com P =71e C=
71, observaram TT de 44% e 17%, respectivamente. CHRISTENSEN, ARBOUR, TRAN et
al. (1999), no Canad4, encontraram TT =20% em P =56 ¢ TT = 11 em C = 9. Na Irlanda,
SHIELDS, KIRKE, MILLS et al. (1999) concluiram as andlises iniciadas por
WHITEHEAD, GALLAGHER, MILLS et al. (1995) e, num P = 271 e C = 218,
encontraram, respectivamente, TT = 18,8% e TT = 8,3%.

Quando avaliados os resultados referentes a freqiiéncia dos genétipos da
muta¢io C677T encontrada nos quatro grupos estudados no presente trabalho, observou-se,
a principio, uma porcentagem maior do genétipo mutante (TT) entre os propdsitos (13,5%)
em relacio aos outros grupos: mies (10,1%), pais (11,8%) e controles (11,3%). Contudo,
essas diferencas ndo foram, estatisticamente, significativas (¢e) = 0,53; p = 0,91). Estes
resultados sugerem que, aparentemente, a mutagdo C677T no gene da MTHFR né@o estaria
relacionada a uma predisposi¢&o maior ao desenvolvimento de DFTN na amostra estudada.

Resultados com semelhante auséncia de relag@o entre o genétipo 677TT e os
DFTN foram descritos em outros estudos: PAPAPETROU, LYNCH, BURN et al. (1996),
analisando um P = 41 e um C = 199, encontraram TT, respectivamente, iguais a 5% e 24%;
MORNET, MULLER, LENVOISE-FURET et al. (1997), estudando P = 38 e C = 133,
observaram, respectivamente, TT = 16% e 10%; KOCH, STEGMANN, ZIEGLER et al.
(1998) obtiveram em P = 137 uma TT = 14% e em C = 151 uma TT = 11%;
BORDUROGLU et al. (1998) em P = 49 observaram TT = 8,2% e em C = 93, TT = 7,5%;
AKAR, AKAR, DEDA (2000) encontraram em P = 56 uma TT = 8,9% ¢ em C =76 uma
TT = 10,5%.
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Até o presente momento, de acordo com a publicagio de ARRUDA, VON
ZUBEN, CHIAPARINI et al. (1997), acreditava-se que a freqiiéncia do genotipo TT, na
populagdo brasileira, era muito baixa, sendo de 4% entre os controle. A populagio-controle,
utilizada por ARRUDA, VON ZUBEN, CHIAPARINI et al. (1997), foi uma série de 296
recém-nascidos consecutivos nascidos no Caism e submetidos a tipagem sangiiinea,
teoricamente, sem viéses de amostragem. A amostra-controle do presente trabalho foi
constituida do DNA extraido de amostras de sangue do corddo umbilical de 302 recém-
nascidos vivos e consecutivos, nascidos também na Maternidade do Caism, controlada
quanto ao periodo da coleta, sexo € auséncia de anomalias congénitas. Entretanto, quando
os resultados encontrados nos dois trabalhos sdo comparados, observa-se que fregiiéncia do
genotipo TT encontrada no grupo-controle do presente trabalho € aproximadamente trés
vezes maior que a mostrada no grupo controle do estudo de ARRUDA, VON ZUBEN,
CHIAPARINI et al. (1997).

Este dado ¢ tdo relevante que, ao serem comparados os resultados obtidos no
presente trabalho com a freqiiéncia apresentada por ARRUDA, VON ZUBEN,
CHIAPARINI et al. (1997) para seu grupo-controle, as freqiiéncias do genétipo 677TT se
tornam, estatisticamente, significativas, ndo s6 em relagdo aos propdsitos
(Lay=9,47; p = 0,002), mas também para mies (') = 5,42: p = 0,002) e pais (1) = 7,69;
p = 0,005). Porém, como detalhado a seguir, alguns dados sugerem que, embora as duas
amostras-controle tenham sido obtidas de maneira semelhante, parece ter havido um viés na
amostra-controle d¢ ARRUDA, VON ZUBEN, CHIAPARINI et al. (1997), provavelmente,
um percentual de negros maior que o esperado para a populagdo estudada, visto ser esse o
grupo racial que compde a populagdo brasileira com as menores freqiiéncia do genétipo
677TT (ARRUDA, SIQUEIRA, GONCALVES et al, 1998; FRANCO, ARAUIJO,
GUERREIRO et al., 1998).

No presente trabalho. os autores, buscando evitar contamina¢do da amostra-
controle com individuos que apresentassem qualquer anomalia congénita, excluiram,
pessoalmente, esses recém-nascidos do grupo examinado. No trabalho de ARRUDA, VON
ZUBEN, CHIAPARINI et al. (1997) essa sele¢do ndo foi realizada, diretamente, pelos

autores, sendo genotipadas as amostras de sangue de, praticamente, todos os recém-
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nascidos que foram encaminhadas para tipagem sangiiinea. Um segundo dado seria o fato
da amostra de ARRUDA, VON ZUBEN, CHIAPARINI et al. (1997) ter sido coletada de
modo continuo, em um periodo unico, enquanto os controles do presente estudo, embora
também tenham sido coletados de partos consecutivos, esse processo se deu em duas
etapas. Ao serem analisadas as freqii€ncias do genétipo 677TT em ambos os sub-grupos de
controles do presente trabalho, observa-se que s3o muito semelhantes entre si
(1% etapa = TT = 9,2%; 2* etapa = TT = 12,6%) e a freqiiéncia geral do grupo (11,3%),
ndo se observando diferencas, estatisticamente, significativas (xz(z, =0,80; p=0,67).

Um terceiro dado que corrobora com a hipdtese, anteriormente, citada sao os
resultados apresentados por PEREZ, D’ALMEIDA, LIMA et al. (2000) de seu estudo
realizado com portadores de espinha bifida na regido da cidade de Sdo Paulo. Eles
encontraram em 126 controles normais uma freqliéncia do genétipo 677TT igual a 10,0%.
Como as populagdes que compdem ambas as regides (S@o Paulo e Campinas) sdo
muitissimo semelhantes, a Gnica conclusdo plausivel € de que a freqiiéncia do gendtipo
677TT encontrada no grupo controle do presente trabalho seja mais adequada a realidade
da populagdo estudada que aquela referida por ARRUDA, VON ZUBEN, CHIAPARINI
et al. (1997).

Um ultimo dado € a grande semelhancga entre as proporg¢des das etnias referidas
e registradas, tanto no grupo de estudo (pacientes) do presente estudo, quanto no grupo-
controle do ECLAMC referente ao periodo em que as atividades de pesquisa foram
realizados (1999-2000) (Tab. 11), sugerindo que esses resultados correspondam, mais
fielmente, a realidade da populagédo analisada e, possivelmente, a populagdo brasileira.

MORNET, MULLER, LENVOISE-FURET et al. (1997) compararam as
prevaléncias dos genotipos para a mutagdo C677T entre 43 casos de DFTN e 103
individuos controle retirados de pontos diferentes da Franga. Embora essas diferencas
possam representar um viés nos resultados, eles referiram acreditar que, apesar da
heterogeneidade entre os grupos, principalmente, dentro do grupo controle, ambos
guardavam origens geograficas semelhantes, uma vez que a distribuicdo dos alelos e
genétipos de C677T no grupo controle é similar 2 de outras populagdes caucasdides
(FROSST, BLOM, MILOS et al, 1995; WILKEN & WANG, 1996; JACQUES,
BOSTOM, WILLIAMS et al., 1996).
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Porém, MORNET, MULLER, LENVOISE-FURET et al. (1996), também,
referiram que uma vez que a freqiiéncia do alelo T e a prevaléncia dos DFTNs ndo sdo
concordantes em diferentes popula¢des, grupos étnicos e faixas etdrias, a sele¢do de
controles apropriados € critica para o estudo desse polimorfismo. OU, STEVENSON,
BROWN et al. (1996) defendem que, desde que taxas maiores de homozigotos (TT) foram
descritas (FROSST, BLOM, MILOS et al, 1995; DE FRANCHIS, SEBASTIO,
MANDATO et al,, 1995; POSEY, KHOURY, MULINARE et al., 1996), uma selegido
apropriada de controles ¢ uma consideragdo importante na andlise da freqiiéncia dos

genoétipos em diferentes populagdes.

Em 1998, VAN DER PUT, GABREELS, STEVENS et al. descreveram outra
mutacdo como sendo a segunda mais freqliente no gene da MTHFR. Nela ocorre a
substituicdo de uma alanina por uma citosina no ponto 1298 (A1298C ou 1298A—C),
levando a anulagdo de um sitio de reconhecimento da enzima de restrigdo Mboll e
produzindo a troca de um aminoécido glutamato por uma alanina na estrutura da MTHFR.
Segundo os autores (VAN DER PUT, GABREELS, STEVENS et al., 1998), o homozigoto
para o alelo mutante a essa mutagdo apresenta diminui¢@o na atividade da enzima, porém

ndo tdo grave quanto a observada entre os homozigotos para o alelo mutante no ponto 677

(TT).

Por outro lado, parece haver uma interac¢do entre essas duas mutacdes, de modo
que individuos heterozigotos, para ambas as mutagdes (CT/AC), apresentam diminui¢@o, na
atividade da MTHFR, semelhante a encontrada entre os homozigotos para o alelo mutante
no ponto 677, sendo entdo essa situagdo também descrita como um outro fator de risco
associado aos DFTN (VAN DER PUT, GABREELS, STEVENS et al., 1998).

Ap6s a publicagido de VAN DER PUT, GABREELS, STEVENS et al. (1998) ¢
até o presente momento, poucos trabalhos foram realizados, buscando investigar o papel
dessa segunda muta¢do na etiologia dos DFTN (STEGMANN, ZIEGLER, NGO et al,
1999; TREMBATH, SHERBONDY, VANDYKE et al, 1999; BARBER, SHALAT,
HENDRICKS et al., 2000; VOLCIK, BLANTON, TYERMAN et al., 2000). Praticamente,
todos s3o unidnimes em afirmar ndo haver relagdo causal entre o polimorfismo A1298C e os

DFTNs, tanto, diretamente, em homozigose (1298CC) quanto na forma de heterozigoto

Discussdo
175



(1298AC) associado ao heterozigoto da posicdo 677 (677CT) (STEGMANN, ZIEGLER,
NGO et al., 1999; BARBER, SHALAT, HENDRICKS et al., 2000; VOLCIK, BLANTON,
TYERMAN et al., 2000). Uma associagdo significante entre o alelo 1298C e risco para
espinha bifida foi encontrada no subgrupo de Iowa de casos e controles no trabalho de
TREMBATH, SHERBONDY, VANDYKE et al. (1999), contudo eles ndo conseguiram
repetir essa analise em seus outros subgrupos (Minnesota ¢ Nebraska).

Avaliando os resultados obtidos nesta tese, sobre as freqiiéncias dos genotipos
no ponto 1298 em relagdo aos quatro grupos estudados, observou-se que o genotipo
mutante (CC) constitui-se, apenas, de um polimorfismo populacional ndo associado aos
DFTNSs, visto que as freqliéncias encontradas em todos os grupos foram, praticamente, as
mesmas € a andlise estatistica confirmou ndo ser significativa a diferenca entre os valores
obtidos.

A primeira observagdo feita quando se analisam os resultados apresentados na
Tab. 27, referentes a associagdo dos genoétipos em ambos os pontos de mutagdo, € que, ao
contrario daquilo que foi descrito por VAN DER PUT, GABREELS, STEVENS et al.
(1998), a freqiiéncia da dupla heterozigosidade é menor entre os propositos (11,8%) quando
comparados aos demais grupos: maes (19,0%), pais (20,2%) e controles (13,2%). Se os
dados forem analisados como percentagens, vé-se que os valores encontrados entre os
propositos e o grupo-controle sdo parecidos e bem menores que aqueles encontrados entre
pais e mies, chegando a ser quase a metade. De todo modo, a andlise estatistica desses
dados demonstrou ndo haver, também, diferenca estatisticamente significativa entre eles
e =3,93;p=027).

Também se sobressaem a andlise da Tab. IV-24 as freqiiéncias muito baixas ou
nulas de alguns genétipos (CT/CC, TT/AC, TT/CC) na quase totalidade dos grupos

estudados, fato que sera melhor comentado mais adiante.

5.2.3. Relagdo entre dados clinicos e muta¢oes

WEITKAMP, TACKELS, HUNTER et al. (1998) observaram uma propor¢do
maior de heterozigotos 677CT entre meninas portadoras de DFTN que entre os meninos,

enquanto o inverso foi observado entre os controles normais. Esses resultados lhes
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sugeriram que a heterozigosidade 677CT ¢ menos vidvel no sexo masculino que no
feminino. ROZEN, FRASER, SHAW (1999) examinaram as freqiiéncias dos genétipos
para a mesma mutagado (C677T) em relagdo ao sexo de criangas nascidas com DFTN e
fenda palatina comparada a um grupo controle normal. Eles observaram que, em ambos os
grupos de malformados, a porcentagem de meninas homozigoto 677TT foi 50% menor que
a observada nos grupos-controles. Esses autores sugeriram que a viabilidade intra-utero
diminuida para os homozigotos 677TT, particularmente as meninas, requer estudos e
consideragdes adicionais. STEGMANN, ZIEGLER, NGO et al. (1999) encontraram uma
freqiiéncia de heterozigotos 677CT entre os meninos afetados e controles normais maior

que entre as meninas afetadas e normais.

Na correlagdo entre os gen6tipos para a mutagdo C677T e o sexo dos propositos
no presente estudo, foi observado que cada sexo € responsivel por metade dos casos
(5 meninas e 5 meninos) de homozigotos mutantes (TT). Mesmo o total de meninas (42)
sendo maior que o de meninos (30) em pouco mais de um terco, essas relagdes nao foram,
estatisticamente, significativas, tanto entre os propdsitos (xzm =0,33; p = 0,56), quanto no
grupo-controle ()’ = 2,23; p=0,13).

A correlagdo dos gendtipos, duplamente, heterozigotos (CT/AC) com o sexo
dos propdsitos, também, apresenta uma distribuicgo igualitéria entre os géneros (4 meninas
e 4 meninos) em relagdo ao total de casos, duplamente, heterozigotos (CT/AC). Embora o
total de meninas (39) seja maior que o de meninos (27) em mais de 40%, essas relagdes
também ndo foram, estatisticamente, significativas, tanto entre os propositos (p = 0,42),
quanto no grupo-controle (’y = 1,90; p = 0,17).

A questdo da heterogeneidade observada entre os diferentes quadros clinicos
dos DFTN, especialmente, referente a alguns dados epidemiolégicos, é levantada por outros
trabalhos (KHOURY, ERICKSON, JAMES, 1982; TORIELLO & HIGGINS, 1985:
DRAINER, MAY, TOLMIE, 1991; PARK, STEWART, KHOURY et al., 1992). Essas
diferengas levaram alguns autores a sugerir que se trata, possivelmente, de entidades
distintas, com etiologias diferentes, e que, por terem a mesma origem embriolégica, podem
estar sendo estudadas, equivocadamente, como um tnico grupo de defeitos (SELLER,
1990; DRAINER, MAY, TOLMIE, 1991; TOROK & PAPP, 1991; PARK, STEWART,
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KHOURY et al, 1992; DIRKS & RUTKA, 1996). TREMBATH, SHERBONDY,
VANDYKE et al. (1999) sugerem que a presenca de resultados conflitantes na andlise das
mutacdes C667T ¢ A1298C no gene da MTHFR demonstra a necessidade de avaliar os
pacientes com DFTN por estudo de associagdo de modo mais especifico, analisando-os de

acordo com a etnia, o tipo de lesdo e a localizagdo anatomica do defeito.

No presente trabalho, foram incluidos todos os tipos de DFTN (anencefalia,
encefalocele e espinha bifida), objetivando identificar possiveis diferengas nas freqiiéncias
genotipicas entre os diferentes tipos de DFTN, visto que a quase totalidade dos trabalhos
publicados, até entdo, se basearam, apenas, no estudo de portadores de espinha bifida
(VAN DER PUT, STEEGERS-THEUNISSEN, FROSST et al, 1995; PAPAPETROU,
LYNCH, BURN et al., 1996; BODUROGLU, ALIKASIFOGLU, ANAR et al., 1998; DE
FRANCHIS, BUONINCONTI, MANDATO et al., 1998; KOCH, STEGMANN, ZIEGLER
et al., 1998; CHRISTENSEN, ARBOUR, TRAN et al, 1999; JOHNSON, STENROOS,
HEATH et al., 1999; AKAR, AKAR, DEDA, 2000)

Poucos trabalhos, até hoje, apresentaram resultados estratificados, relacionando
o gendtipo do paciente ao tipo de defeito que apresenta (VOLCIK, BLANTON,
TYERMAN et al, 2000; WENSTROM, JOHANNING, OWEN et al, 2000a).
WENSTROM, JOHANNING, OWEN et al. (2000a) analisaram pacientes do Alabama para
a mutagio C677T e correlacionaram os resultados a localizagdo do defeito de acordo com
os sitios de fechamento do tubo neural proposto por VAN ALLEN, KALOUSEK,
CHERNOFF et al. (1993). Foram genotipados um caso de encefalocele frontal (sito 1),
cinco anencefalias (sitio 2), quatroexencefalias (sitios 2 + 3), um iniencefalia (sitio 3 + 4),
dez encefaloceles occipitais (sitio 3), doze espinhas bifidas localizadas das vértebras
cervicais as lombares (sitio 4), vinte e trés espinhas bifidas lombossacrais (sitic 4 + 5) e
quinze espinhas bifidas sacrais (sitio 5), num total de setenta e um casos. Eles encontraram
uma incidéncia maior de heterozigotos (CT) e mutantes (TT) entre os pacientes com defeito
envolvendo os sitios 3 (p=0,007), 4 (p=0,007) e 4 + 5 (p=0,0003) que entre aqueles com
defeitos em outros pontos ao longo do tubo neural. Entretanto, o nimero muito pequeno de
casos em alguns grupos apresentados nesse trabalho ndo permite considerar esses

resultados como expressivos.
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VOLCIK, BLANTON, TYERMAN et al. (2000), estudando pacientes de
ascendéncia hispano-mexicana, genotiparam para a mutagdo C677T 234 casos, apenas, de
espinha bifida, 214 mies desses pacientes e 112 controles normais. Eles classificaram seus
casos de acordo com o modelo de miltiplos sitios de fechamento do tubo neural proposto
por VAN ALLEN, KALOUSEK, CHERNOFF et al. (1993), subdividindo os casos em
defeitos altos, que seriam aqueles envolvendo os sitios de 1 a 4 (de L, para cima), e baixos,
aqueles envolvendo o sitio 5 (de L, para baixo). Eles observaram uma maior freqiiéncia de
mutantes (TT) entre os pacientes com defeitos altos (P=0,30) e em suas respectivas maes
(P=0,04).

No presente trabalho, ha uma distribuicdo igualitiria do numero de casos
genotipados entre os diferentes tipos dos defeitos, como pode ser visto na Tab. IV-30.
Observou-se que dez propésitos possuem o genétipo 677TT. Ao serem distribuidos pela
localizagdo do defeito que apresentam, foram encontrados uma anencefalia e nove espinhas
bifidas, sendo duas toracicas, seis lombossacrais e uma sacral. Apesar de uma nitida
concentragio do genétipo 677TT entre as espinhas bifidas, especialmente, entre as

lombossacrais, tal diferenga ndo se mostrou, estatisticamente, significativa (p = 0,19).

Quando a distribui¢do dos casos do presente estudo foi elaborada de acordo
com a classificagdio proposta por TORIELLO & HIGGINS (1985) (Tab. IV-30), observou-
se também que o genétipo mutante (TT) foi, proporcionalmente, maior entre os defeitos
baixos (7/34) em relagdo aos altos (3/38). Todavia, também essas relagdes ndo foram
estatisticamente significativas quando comparadas a freqiiéncia do grupo-controle, seja para
os defeitos altos (p = 0,45), seja para os baixos (Cay = 2,48; p = 0,11), nem mesmo para 0s

dois niveis dos defeitos entre si (p = 0,14).

Ao ser realizada a mesma distribuicdo dos casos combinando-se ambos os
polimorfismos (C677T e A1298C), apresentados na Tab. 34, observou-se que o numero de
casos com genétipo, duplamente, heterozigoto (CT/AC) ¢ o mesmo entre os defeitos altos e
baixos, sendo, também, estatisticamente, insignificante, quando ambos os niveis dos

defeitos sdo comparados ao grupo-controle (p=0,09).
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Analisando as freqiiéncias para as mutagbes C677T e A1298C no gene da
MTHFR entre 148 pacientes com DFTN, predominantemente, espinhas bifidas, e 170
controles, STEGMANN, ZIEGLER, NGO et al. (1999) ndo encontraram, entre eles, os
genotipos TT/AC, CT/CC e TT/CC. Embora VAN DER PUT, GABREELS, STEVENS et
al. (1998) ndo tenham dado destaque a esse detalhe em seu texto, pode-se observar nas
tabelas que resumem seus resultados que também eles ndo encontraram o0s mesmos
genotipos (CT/CC, TT/AC, TT/CC), tanto entre os propdsitos quanto entre maes, pais, ou
controles. STEGMANN, ZIEGLER, NGO et al. (1999) acreditaram poder estar
demonstrando, com esses, dados que duas mutagdes, nesse gene, nunca 0COITem No MeSmo
alelo. Para, eles cada desequilibrio de ligacdo € sugestivo de um efeito fundador com cada

alterag@o, tendo evoluido em um alelo selvagem diferente.

Como a distancia fisica entre os dois polimorfismos € curta (2,1 Kb), ndo seria
surpresa que eventos de recombinagdo ndo tivessem sido encontrados. Porém, ISOTALO,
WELLS, DONNELLY (2000) analisaram cento e sessenta € um fetos portadores de DFTN
abortados de modo espontaneo ou induzido, tendo como controles amostras de sangue do
corddo de cento e dezenove recém-nascidos vivos, sauddveis e sem casos de DFTN na
familia. Eles ndo observaram os gené6tipos CT/CC e TT/CC no grupo controle, porém todas
as combinagdes genotipicas possiveis foram observadas nos fetos, demonstrando que,
apesar da curta distancia fisica entre seus Joci, as mutagdes 677T e 1298C podem realizar

rearranjos em “‘crossover’.

Entre os quatro grupos que compdem o presente estudo foram encontradas
todas as combinagdes genotipicas possiveis, exceto a dupla homozigosidade mutante
(TT/CC) (Tab. 27). Os autores concordam com ISOTALO, WELLS, DONNELLY (2000)
que a auséncia ou baixa freqiiéncia das combinag¢des triplas (CT/CC, TT/AC) e quadrupla
(TT/CC) para as mutacdes da MTHFR sugere que tais genotipos possam comprometer a
viabilidade fetal. No presente estudo, a ocorréncia da combinagdo genotipica TT/AC foi
baixa (1 pai ¢ 1 controle). Embora esse gen6tipo também contenha trés alelos mutantes,
pode ser indicativo de uma potencial diferenga favoravel na atividade enzimética em
relagdo ao gendtipo CT/CC (ISOTALO, WELLS, DONNELLY, 2000), o qual foi
observado em apenas um controle do presente estudo.
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VOLCIK, BLANTON, NORTHRUP (2001), tendo encontrado os genétipos
CT/CC e TT/AC em 0,6% e 2,6% de 508 pacientes com espinha bifida, inclusive adultos, e
1,4% e 1,4% de 148 controles normais, respectivamente, ndo aceitaram completamente a
teoria de ISOTALO, WELLS, DONNELLY (2000) e referiram que apenas o gendtipo
TT/CC seria desfavoravel ao desenvolvimento fetal. DONNELLY & ISOTALO (2001)
replicaram, teorizando que dosagens de acido folico elevadas a niveis mais adequados na
corrente sangiiinea das mées dos individuos que possuem o genétipo CT/CC poderiam ser,
provavelmente, as responsdveis pelos achados de VOLCIK, BLANTON, NORTHRUP
(2001). No ano anterior, eles ja haviam observado e sugerido que as muta¢gdes da MTHFR
quando presentes, isoladamente, ou combinadas podem levar a uma possivel desvantagem
seletiva, contribuindo para uma viabilidade fetal diminuida, especialmente quando o aporte
de acido folico materno € baixo (ISOTALO, WELLS, DONNELLY, 2000).

OU, STEVENSON, BROWN et al (1996) apresentaram resultados sugestivos
de que o polimorfismo C677T pode desempenhar um papel causal maior nos DFTNs entre
os brancos, quando comparado aos negros. Contudo, eles alertam que mais estudos sdo
necessarios, para se discernir como as diferengas raciais na prevaléncia dos DFTNs estdo

relacionadas as diferengas na prevaléncia da homozigosidade de C677T.

No presente estudo, a distribuicdo dos propdsitos, quanto a seus genotipos em
relagdo as ascendéncias de suas familias, € apresentada na Tab. 31 para o ponto 677 € na
Tab. IV-29 para ambos os pontos de mutacio (677 ¢ 1298). Embora se possa observar
claramente que a freqiiéncia do genétipo 677TT seja menor entre os propdsitos negros
(3,6%) que entre os nativos (15,8%) e os europeus (60,0%), esse dado ndo pode ser
definido como verdade absoluta, uma vez que ndo foi possivel estabelecer uma correlagdo
com o grupo controle, do qual ndo se possui com exatiddo informa¢do quanto a etnia de
cada individuo analisado. O mesmo fato é observado para o genétipo, duplamente,
heterozigoto (CT/AC), que, apesar de ndo ter sido encontrado entre os europeus, € mais
freqliente entre os nativos (16,7%) que entre os negros (8,3%). contudo essa observagdo

também ndo pode ser dada como absoluta pelo mesmo motivo citado anteriormente.
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5.2.4. Consideracoes finais

Em acordo com SPEER, NYE, McLONE et al. (1999), também se considera
que resultados pouco significativos nas freqiiéncias dos gendtipos da MTHFR tidos como,
potencialmente, predisponentes ao desenvolvimento de DFTN pode ser devido somente a
uma amostragem de tamanho pequeno, sugerindo-se que mais atencdo deva ser dada a essa
potencial interagdo génica. Alguns autores também alertam para a possibilidade de
interrelragdo entre os gendtipos materno e fetal, a ingestdo adequada de acido folico e
deposi¢do de homocisteina no liquido amniético, indicando a necessidade de uma
investigagdo mais abrangente dos casos (OU, STEVENSON, BROWN et al., 1996;
POSEY, KHOURY, MULINARE et al., 1996; ISOTALO, WELLS, DONNELLY, 2000;
WENSTROM, JOHANNING, OWEN et al., 2000b).

Para duas equipes de pesquisadores (POSEY, KHOURY, MULINARE et al.,
1996; SHIELDS, KIRKE, MILLS et al., 1999), esté claro que a grande maioria dos DFTN,
inclusive aqueles que podem ser prevenidos pelo uso do icido folico, decorre de outros
fatores MTHFR-independentes e, como a vasta maioria dos homozigotos mutantes (TD
ndo tém DFTN. Parece claro que o genétipo 677TT € um fator de risco com penetrancia
muito baixa. Desse modo, nfo é surpresa que estudos envolvendo um nimero muito baixo
de pacientes tenham falhado em comprovar qualquer associac¢do entre o genotipo 677TT e
os DFTN (SHIELDS, KIRKE, MILLS et al., 1999).

Baseado nos estudos citados acima, considera-se que um grande numero de
individuos com DFTN e seus pais sio necessarios a fim de se realizar-se um estudo de
associagdo genotipica com capacidade de estatistica suficiente para uma conclusio
definitiva do papel determinante do genétipo 677TT (SHIELDS, KIRKE, MILLS et al,
1999).
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1) As prevaléncias das mutagdes 677C—T e 1298A—C no gene da MTHFR,
nos individuos portadores de DFTN, foram, respectivamente, 13,5% e 5,8%. Entre os pais,
foram encontrados os seguintes valores respectivamente: maes 10,1% e 5,0% e pais 11,8%

e 3,6%.

2) As prevaléncias das mutagdes 677C—T e 1298A—C no gene da MTHFR,
no grupo- controle, foram, respectivamente, 11,3% e 5,6%. A comparagio desse grupo,

com os descritos acima ndo mostrou diferengas, estatisticamente, significativas.

3) A distribui¢do das freqiiéncias dos gen6tipos homozigoto mutante (TT) e
duplo heterozigoto (CT/AC) entre os sexos dos propésitos bem como entre seus diferentes
diagnésticos e os niveis anatomicos dos defeitos ndo apresentaram diferengas, estatisticas

relevantes, no presente estudo.

4) Embora ndo se tenha comprovado uma diferenga, estatisticamente,
significativa entre as freqtiéncias do gendtipo TT nos diferentes tipos anatémicos de DFTN,
os dados deste trabalho sugerem que possa haver uma associagdo do genétipo em questio

com as espinhas bifidas, anatomicamente, mais baixas.

5) As freqiiéncias muito baixas ou nulas das combinagdes genotipicas CT/CC,
TT/AC e TT/CC, inclusive na populagdo-controle, sugerem que tais genétipos sio muito

pouco viaveis.

Conclusdes
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Termo de consentimento dos pacientes e responséveis para coleta de sangue

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS DEPARTAMENTO DE GENETICA MEDICA

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA

Titulo da pesquisa: ESTUDO DA PREVALENCIA DAS MUTACOES
677(C—T) E 1298(A—>C) NO GENE DA METILENOTETRAHIDROFOLATO
REDUTASE (5,10-MTHFR) EM PORTADORES DE DFIN E SEUS PAIS EM UMA
AMOSTRA POPULACIONAL DA REGIAO DE CAMPINAS

Investigador principal: Denise Pontes Cavalcanti

OBJETIVO DA PESQUISA:

Fomos convidados a participar de uma pesquisa sobre Defeito de Fechamento
do Tubo Neural, da qual temos um(a) filho(a) portador(a). O objetivo dessa investigagdo €
o de, por meio de estudos genéticos, ter um melhor conhecimento sobre os fatores de risco
associados a essa doenca. Tanto as amostras de sangue como as informagdes médicas a
meu respeito bem como dos individuos da minha familia que participarem dessa
investigagdo, poderdo ser compartilhadas com outros pesquisadores que trabalham com

essa doenga.

PROCEDIMENTO:

Concordando em participar desse estudo, os pesquisadores participantes fardo
perguntas a respeito dos antecedentes médicos e familiais relativos a nossa familia (histéria
clinica). Mew/minha filho(a) sera submetido a uma coleta de sangue para extragdo de DNA
e, nds, os pais, também seremos submetidos a0 mesmo procedimento. Além da coleta de
sangue mewminha filho(a) serd submetido a procedimentos médicos de rotina em Genética
Clinica, quais sejam: exame fisico minucioso com medidas antropométricas, realizacdo de
fotografias e, ocasionalmente, coleta de sangue para estudo citogenético e outros exames
laboratoriais de rotina que se fizerem npecessarios. Além disso, outros exames

complementares como ultra-sonografia, radiografia, tomografia computadorizada e
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ressondncia magnética poderdo ser realizadas. Para a extracdo de DNA para o estudo a que
se refere a presente pesquisa sera coletada uma amostra de sangue venoso periférico (10 a
20 ml, o equivalente a 1-2 colheres de sopa. Para recém-nascidos, o maximo de sangue a
ser coletado serd Sml e tal quantidade dependera do peso da crianga). N3o serd necessaria
hospitalizagdo para esse procedimento. As células que por ventura forem isoladas do meu
sangue serdo preservadas para a utilizagdo durante a presente pesquisa e poderdo vir a ser

preservadas por mais tempo para estudos complementares posteriores.

RISCO E DESCONFORTO:

Para a presente pesquisa uma coleta de sangue venoso periférico, de 10 a 20ml,
serd realizada. Os riscos associados a esse procedimento sdo praticamente despreziveis uma
vez que tal procedimento seré realizado por profissional treinado e competente. No local
da coleta de sangue poderdo ocorrer dor, discreta, e aparecimento de mancha arroxeada

(equimose). O desconforto de tal procedimento costuma ser minimo.
VANTAGENS:

Participando dessa pesquisa um maior conhecimento sobre fatores de risco
genético relacionados a doen¢a do mewminha filho(a) podera ser alcangado, o que por
outro lado, ndo devera acarretar mudangas no atendimento médico nem tampouco devera
influenciar no tratamento da doenga em questdo. Portanto, mew/minha filho(a) nio obtera
nenhuma vantagem direta. Os resultados dessa pesquisa poderdo influenciar e/ou alterar o
Aconselhamento Genético que nos sera fornecido. Todos os resultados das investiga¢des
que forem realizadas nessa pesquisa serfo fornecidos a mim e a minha familia no
ambulatério de Genética Perinatal e estario também referidos no prontuario médico
hospitalar do(a) meu/minha filho(a). E importante salientar que qualquer outro membro da
minha familia que desejar obter orientagdo genética poderé ser atendido no mesmo (ou
outro se for o caso) ambulatério de Genética.
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SIGILO:

Todas as informa¢des médicas, assim como os resultados do testes genéticos
realizados nessa pesquisa, fardo parte do prontudrio médico do(a) mewminha filho(a) €
serdo submetidos aos regulamentos do HC/CAISM-UNICAMP referentes ao sigilo da
informacdo médica.

O sigilo serda mantido em todos os estudos colaborativos que possam advir
dessa pesquisa por meio da utilizagdo de um nimero de cédigo para a identificagdo dos
individuos participantes. Se os resultados ou informagdes fornecidas forem utilizados para

fins de publicagdo cientifica nenhum nome sera utilizado.

FORNECENDO INFORMACAOQ ADICIONAL:

A qualquer momento poderei solicitar informagdes adicionais relativas a
presente pesquisa. A Dra. Denise Pontes Cavalcanti estard disponivel para responder a
minhas questdes e/ou preocupagdes (Tel: 019 289-2888). Em caso de recurso, divida ou
reclamagdes poderei contactar a secretaria da comissdo de ética da FCM-UNICAMP
(telefone 019 788-8936).

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Como responsavel pelo(a) meu/minha filho(a) assumo que a sua participagéo na
presente pesquisa ¢ voluntaria. Também sera voluntaria a nossa participagdo. Sendo assim,
a qualquer momento qualquer um de nés poderd recusar-se a participar ou retirar o
consentimento e interromper a nossa participagdo na presente pesquisa sem
comprometimento dos cuidados médicos que eu e a minha familia recebemos atualmente
ou receberemos no futuro no HC/CAISM-UNICAMP.

Reconheco que a Dra. Denise Pontes Cavalcanti pode interromper a
participagio de qualquer individuo da minha familia nessa pesquisa a qualquer momento

que julgar apropriado.
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS DEPARTAMENTO DE GENETICA MEDICA

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA

Titulo da pesquisa: ESTUDO DA PREVALENCIA DAS MUTACOES
677(C—»T) E 1298(A—»C) NO GENE DA METILENOTETRAHIDROFOLATO
REDUTASE (5,10-MTHFR) EM PORTADORES DE DFTN E SEUS PAIS EM UMA
AMOSTRA POPULACIONAL DA REGIAO DE CAMPINAS

Investigador principal: Denise Pontes Cavalcanti

Confirmo que o Dra. Denise Pontes Cavalcanti me explicou o objetivo da
investigagdo e os procedimentos que mewminha filho(a) e nés seremos submetidos.
Também me explicou sobre os possiveis riscos, desconfortos e vantagens advindas dessa
investigagdo. Eu li e/ou me foi explicado, bem como compreendi o contetido desse
formuldrio de consentimento e estou de pleno acordo com a participagdo do(a) mewminha

filho(a), inclusive com a nossa, nessa investigaggo.

Nome do pai ou responsavel

Nome da mie ou responsavel

Assinatura do pai ou da mie ou do responsavel

data

Nome da testemunha

Assinatura da testemunha

data
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RESPONSABILIDADE DO(A) PESQUISADOR(A):

Eu expliquei a/ao Sr(a). o

objetivo da investigacdo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos € vantagens que
poderdo advir dessa investigagdo usando o melhor do meu conhecimento. Eu me
comprometo a fornecer uma copia desse formulario de consentimento ao participante ou

responsavel.

Nome do(a) pesquisador(a)

Assinatura do(a) pesquisador(a)

data
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