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Resumo

OBJETIVO: Avaliar a associacdo entre as malformacdes do sistema nervoso central (SNC) e a mutacdo C677TFMTHER no
sangue fetal. METODOS: Foi redlizado um estudo casocontrole que comparou a presenca da mutacdo C677TMTHFR
entre 78 fetos com malformagdes de SNC e 100 fetos morfologicamente normais. O DNA genémico foi extraido e
purificado do sangue fefal utilizando o Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega Corp., Madison, WI, USA),
de acordo com o protocolo do fabricante. A reagdo em cadeia da polimerase (PCR, na sigla em inglés| foi realizada
para a detecgdo da mutagdo CO77TMTHER termoldbil. A andlise estatistica descritiva foi realizada usando o feste exato
de Fisher e 0 ¥ e o feste de Wilcoxon foi utilizado para a andlise univariada. Uma andlise de regresséo logisfica foi
realizada para identificar as variaveis preditoras de malformagées do SNC fefal. RESULTADOS: Os casos e controles
foram similares quanto as caracteristicas maternas, incluindo idade e paridade. A mutagdio C677TMTHER foi defectada
em 20 casos (25,6%) e em 6 controles na forma heferozigota (OR 10,3; IC95% 3,3-32,2) e em 6 casos |7,7%) e em
1 controle na forma homozigota (OR 12,3; 1C95% 1,3-111,1), e essas diferencas foram esfatisticamente significativas.
CONCLUSAQ: A presenca da mutacdo C677TMTHFR no sangue fefal foi consistente com maior risco de malformacoes
de SNC, fanfo na forma heferozigota quando homozigota.

Abstract

PURPOSE: To evaluate the association between cenfral nervous system [CNS) malformations and the C677TMTHFR
mufation in fetal blood. METHODS: A case-contral study was conducted to compare the MTHFR-C67 /T mutation defected
in 78 fetuses with CNS malformations and with 100 morphologically normal fetuses. Genomic DNA was exiracted and
purified from fetal blood using the Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega Corp., Madison, WI, USA) according
fo manufacturer's protocol. The polymerase chain reaction (PCR) was used to assay the thermolabile MTHFR-C677/T
mutation. The ¥? and the Fisher’s exact tests were used for descriptive analysis and the Wilcoxon test was used for univariate
analysis. Logisfic regression analysis was performed tfo identify which variables were predictors of CNS malformation.
RESULTS: Cases and controls were similar regarding maternal characteristics such as age and number of deliveries and
abortions. The MTHFR-C677T mutation was detected in 20 cases (25.6%) and in 6 confrols in its heferozygous form
(OR 10.3; 95%Cl 3.3-32.2) and in 6 cases (7.7%) and in 1 control in its homozygous form [OR 12.3; 95%Cl
1.3=111.1), and the differences were statistically significant. CONCLUSION: The presence of the MTHFR-C677T mutation
in fefal blood was consistent with a higher risk of CNS malformations, both in the heterozygous and homozygous forms.
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Introducao

A prevaléncia das malformagdes congénitas é estimada
em 3 a 5% dos nascidos vivos'. Dentre elas, as do siste-
ma nervoso central (SNC) sdo, depois das malformacdes
cardfacas, os defeitos mais comuns, e ocorrem em apro-
ximadamente 21% dos casos. Os defeitos do tubo neural
(DTN) sdo consequéncia de falhas de fechamento durante
a quarta semana de embriogénese’. A ventriculomegalia
do SNC fetal ocorre, em 60% dos casos, como resultado
de malformagdes, tumores e lesdes destrutivas; em 40%
dos casos, a causa nio € encontrada. E definida como au-
mento do 4trio do ventriculo maior que 10 mm, sendo
classificada em leve (10 a 15 mm), moderada (maior que
15 mm com cortex residual maior que 2 mm) e grave
(cértex residual inferior a 2 mm)>.

A anencefalia € a auséncia de tecido cerebral e do
fechamento superior do crinio, e sua incidéncia no Brasil
é de 18 casos por cada 10.000 nascidos vivos, taxa 50
vezes maior do que a observada em pafses europeus como
Franca e Austria®.

A espinha bifida é um defeito de linha média que leva
a exposi¢do do canal medular, e ocorre entre a terceirae a
quarta semanas de gestacdo. Pode acometer vdrias regides
da medula e ter diferentes extensdes e as estruturas envol-
vidas na malformacio definem o prognéstico. Em 90%
dos casos, a regido afetada é a lombossacra’.

A encefalocele se apresenta como protrusdo do conte-
ado intracraniano por meio de um defeito sseo. Pode ser
associada a sindromes genéticas ou ndo, mas geralmente
concorre com outras malformagdes. E rara, ocorrendo em
1,2 casos por 10.000 nascimentos. A mortalidade peri-
natal chega a 40%, e a grande maioria dos sobreviventes
apresenta deficiéncia intelectual®.

Na porencefalia, cistos cerebrais formam cavidades
que podem se comunicar com o sistema ventricular.
E geralmente bilateral e simétrica, e pode estar associada
com microcefalia’. A hidranencefalia representa a forma
extrema de pseudoporencefalia. A causa € heterogénea e
pode envolver infec¢do congénita ou oclusdo da carétida
interna. Felizmente, é rara®.

Apesar das sugestdes de possivel associagdo entre
trombofilia e malformacdes fetais de origem vascular’,
hd poucos estudos em que, avaliando-se essa correlagdo, a
hidrocefalia'® e a microcefalia'! subsequentes a trombose
vascular foram descritas em relatos de caso.

A deficiéncia do 4cido f6lico é um fator de risco im-
portante para os DTN, mas o mecanismo exato durante
a embriogénese é desconhecido. A enzima metileno te-
trahidrofolato redutase (MTHFR) é um componente chave
no metabolismo do folato. Sua deficiéncia pode levar a
reducio da concentracio sérica de folato, vitamina B12
e metionina, e aumento da homocisteina. A substituicdo

CT no nucleotideo 677 do gene da MTHFR permite a
geracdo de uma enzima termoldbil com atividade reduzida,
a qual foi implicada na patogénese dos DTN em algumas
populacdes'?. Por essa razdo, alguns pesquisadores suge-
riram uma associa¢do entre a mutacao C677T-MTHFR
e os DTN que, entretanto, nio foi confirmada por
outros autores®.

Para avaliar essa possivel associagdo, comparamos a
presenca da mutacio C677T-MTHFR entre fetos com
malformagdes de SNC e fetos morfologicamente normais.

Métodos

Foi realizado um estudo caso-controle que envolveu
81 fetos com as seguintes malformagdes: hidrocefalia,
porencefalia, hidranencefalia, espinha bifida, encefalo-
cele e microcefalia (casos) e 100 fetos sem malformacdes
(controles). Todos os casos foram recrutados do Servico de
Medicina Fetal da Unicamp entre 2005 e 2010 e foram
submetidos a cordocentese de rotina para a realiza¢do de
cariétipo. Nos fetos com cari6tipo normal, o sangue obtido
foi posteriormente utilizado para a pesquisa da mutagdo
C677T-MTHFR. Em 3 dos 81 casos ndo foi possivel
obter material suficiente para a pesquisa da mutagdo (um
caso de hidranencefalia, um de espinha bifida e um de
encefalocele), e eles foram excluidos. Restaram 78 casos.

O sangue de 100 fetos sem malformagdes do Banco
de Sangue de Corddo da Unicamp, obtido ao nascimen-
to e antes da dequita¢do placentdria, foi utilizado como
controle para a pesquisa da mutagio C677T-MTHFR.
Para compor esse grupo, as mées foram submetidas aos
seguintes critérios de exclusdo: histéria de trés ou mais
abortos espontdneos, ¢bito fetal, tromboembolismo,
hipertensdo gestacional e malformagdes fetais. Os dados
foram obtidos a partir do prontudrio das mulheres e com-
plementados por entrevista telefénica, quando necessario.
Todas as doadoras de sangue de corddo haviam assinado
um consentimento autorizando a utilizacdo do sangue
em pesquisas éticas.

No grupo de casos, os dados sobre idade, paridade
e antecedente de malformacdo fetal das gestantes foram
obtidos por entrevista direta no dia da cordocentese.
O ntimero de filhos vivos foi considerado até 48 horas apés
o parto. Todas elas foram informadas sobre os objetivos e
métodos do estudo, e assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do CAISM-UNICAMP em 18 de dezembro de
2007, sob o protocolo niimero 1.003/2007.

O DNA gendmico foi extraido e purificado do sangue
fetal por meio do Wizard® Genomic DNA Purification
Kit (Promega Corp., Madison, W1, USA), de acordo com
o protocolo do fabricante para sangue total.
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A pesquisa da mutag¢do termoldbil C677T-MTHFR
foi realizada por reagio em cadeia da polimerase (PCR).
As amplificacdes foram feitas em reacdes separadas de
50 mL contendo 10 mM Tris HCI (pH 8,3), 50 mM KClI,
1,5 mM MgCl, 0,2 mM de cada nucleosideo trifosfa-
to, 0,4 mM do primer frontal e reverso e 2,5 U de Taq
Polimerase. Os parametros da PCR foram 38 ciclos a 94°C
(30 seg), 54°C (30 seg) e 72°C (30 seg). O ciclo inicial
foi precedido por 90 min a 94°C para ativar a AmpliTaq
Gold Polimerase e desnaturar o modelo, e o dltimo ciclo
foi seguido por 5 min a 72°C. Os produtos da PCR foram
digeridos com a enzima de restri¢do apropriada. Depois da
digestdo, os produtos foram submetidos a eletroforese em
agar minigels a 2% contendo brometo de etidioa 120 V
por 1 h. Para a MTHFR, a enzima Hynfl ndo quebra o
procuto 198-bp do alelo normal, enquanto o alelo mutante
fornece fragmentos de 175 e 23 bp apéds a digestdo do
Hynfl. Para cada l6cus, os individuos heterozigotos exibi-
ram produtos de digestdo normais e digeridos. O controle
do ensaio incluiu DNA de individuo mutante, normal e
branco para cada andlise.

Ap6s a extracdo do DNA gendmico, a regido onde a
mutag¢do podia ocorrer foi amplificada. O fragmento foi
amplificado em uma mistura de 54 mm Tris-HCI, pH 8,8,
5,4 mM MgCl,, 5,4 mM EDTA, 13,3 mM (NH) 250,
8% DMSO, 8 mM B-mercaptoetanol, 0,4 mg BSA/mL,
0,8 mM de cada nucleosideo trifosfato, 400 ng de cada primer:
sentido (5’-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3’)
e contrasentido (AGGACGGTGCGGTGAGAGTG
5’-3"), 500 ng de DNA gendmico e 2 U da enzima Taq
Polimerase. A rea¢do envolveu 30 ciclos de incubagio a
94° C (1 min), 55°C (1 min) e 72°C (2 min). Um frag-
mento de 198 pares de base foi obtido e 10-15 pL do
material amplificado foram digeridos com 0,5 U da enzima
Hynfl. Apés a digestdo, o alelo mutante (677T) forneceu
dois fragmentos de 175 e 23 pares de base, observados
em gel de agarose. Quando o alelo normal (677T) estava
presente, ndo apareceu local de restri¢do para a enzima e
apenas um fragmento de 198 bp foi observado.

Foi realizada uma andlise descritiva por grupo, con-
siderando a associagdo entre cada uma das varidveis e o
grupo, utilizando o Y e o teste exato de Fisher. A andlise
univariada foi utilizada para comparar cada varidvel por
grupo e identificar aquelas que poderiam ser discrimi-
natérias (nivel de significincia de 20%) para a varidvel
resposta de interesse (malformagdo), usando o teste de
Wilcoxon para amostras independentes. Elas foram
avaliadas quanto a correlagdo entre si, e a andlise de
regressdo logistica foi realizada para identificar quais
eram preditoras de malformag¢do do SNC. O nivel de
significAncia foi de 5% e o software utilizado foi o SAS
versdo 9.1.3. O poder do teste foi de pelo menos 80%
para a comparagao entre os grupos.

Resultados

Os casos e controles foram similares quanto a etnia
das gestantes, histéria de abortos e nlimero de partos.
O ntmero de filhos vivos foi significativamente mais
baixo nas mulheres do grupo casos, mas ter pelo menos
um filho vivo foi critério de inclusio para o grupo con-
trole (Tabela 1). A histéria de ébito fetal foi encontrada
em 23% das mulheres do grupo casos, e a auséncia desse
antecedente foi critério de inclusdo para o grupo controle.

A mutac¢io C677T-MTHER foi distribuida de acor-
do com os diferentes tipos de malformacio conforme se
segue: hidrocefalia: 32 CC (homozigoto normal), 12 CT
(heterozigoto) e 3 TT (homozigoto mutante); anencefalia:
11 CC, 5 CT e 1 TT. Quatro fetos com encefalocele eram
CC e dois eram CT. O genétipo normal (CC) foi também
visto em um feto com porencefalia, um com hidranen-
cefalia, dois com espinha bifida e um com microcefalia.
O gendétipo CT (heterozigoto) foi encontrado em um feto
com espinha bifida, assim como um TT (homozigoto
mutante). Esse Gltimo genétipo também foi encontrado
em um feto com microcefalia. No total, foram 52 fetos
CC, 20 fetos CT e 6 fetos TT.

Os resultados da compara¢io da mutacio C677T-MTHFR
entre os dois grupos podem ser vistos na Tabela 2.
A mutagio foi encontrada em 26 casos e em 7 controles.
Uma diferenga significativa entre os grupos foi vista para
as duas formas da mutagdo, homozigota e heterozigota.

A andlise multivariada mostrou o risco de malfor-
macdes do SNC de acordo com o resultado da mutagio
C677T-MTHEFR no sangue fetal. O nivel de signifi-
cincia para ser incluido nesta andlise foi de 20%, e os
resultados podem ser vistos na Tabela 3. O risco de um
feto CT (heterozigoto) ter uma malformac¢do do SNC
foi dez vezes maior do que o risco de um feto CC (ho-
mozigoto normal). Da mesma forma, o risco de um feto
TT (homozigoto mutante) foi 12 vezes maior. Quando
comparamos a mutacio heterozigota e homozigota, ndo
houve diferenga significativa.

Tabela 1. Coracterizaciio das gestantes com fetos malformados (casos) e com fetos
normais (controles)

Casos Controles
Voridvel ﬂiﬂiﬂ({ Variacdo Mmiddli(::;u/ Variacdo Valor p
Idade (anos)** 29 18-43 29 16-43 08
Nimero de gestacoes yi 1-10 2 74 0,5
Numero de partos 1 1-8 9 1-5 0,2
Nimero de abortos 0 0-1 0 0-1 0,06
Himere e filies ] 0-8 2 -4 00003
Nimero de mulheres 78 100

**Teste de Wilcoxon para amostras independentes.




Tabela 2. Resultados da andlise da mutacio (677T no gene da enzima metileno
tetrahidrofolato redutase nos fetos com malformacdes (casos) e nos fetos normais (controles)

MTHFR C677T Casos % Controles % Valor p
CC (normal) 52 66,7 93 93 <0,0001
(T (heterozigoto) 20 25,6 b 6

TT (homozigoto) 6 11 1 1

Nimero de fetos 78 100

CC: homozigoto normal; CT: heferozigoto; TT: homozigofo mutante.

Tabela 3. Risco de malformacdes do sistema nervoso central de acordo com o resultado
da mutaciio (677T no gene da enzima metileno tetrahidrofolato redutase no sangue fetal

C677T-MTHFR OR 1€95% Valor p
CC (normal) x CT (heterozigoto) 10,3 3,3-32,2 <0,0001
CC (normal) x TT (homozigoto) 12,3 1,3-111,1 <0,0001

OR: Odds Ratio; CC: homozigoto normal; CT: heterozigoto; TT: homozigoto mutante.

Discussao

A etiologia das malformacdes do SNC, especialmente
dos DTN, é multifatorial e envolve fatores genéticos e
ambientais, com suas complexas interagoes’. Virios estudos
mostraram que a variante termoldbil da MTHFR tem
atividade enzimdtica, e foi associada a niveis plasméticos
elevados de menor homocisteina, mas esse aumento foi
corrigido pela suplementacio de 4cido f6lico'®!”. O folato
age por meio da estabilizacio da enzima termoldbil'®".
O folato sérico maior que 15,4 nM parece conter os efeitos
da mutacio®. A mutacido na enzima termolébil ocorre no
Exon 4 do nucleotideo 677, no qual a citosina é subs-
tituida pela timina (T—C), resultando na substitui¢do
de alanina por valina no sitio de ligagdo do folato'®. Na
muta¢do homozigota, a atividade da MTHEFR é reduzida
a 35% do normal’.

Outro polimorfismo genético na MTHFR é a transi¢do
A—C no nucleotideo 1298, resultando na substituicdo
de alanina por glutamato. Essa mutacdo, tanto heterozi-
gota quando homozigota, ndo parece induzir elevagio da
homocisteina plasmdtica. Entretanto, a combinagdo das
mutagdes heterozigotas C677T e A1298C pode resultar
em eleva¢dao da homocisteina plasmdtica®'.

Virias metandlises mostraram associagdo entre poli-
morfismos no gene da MTHFR e aspectos clinicos como
defeito cardfaco congénito®, destacando a mutagdo no feto
e no pai; infarto agudo do miocdrdio em caucasianos®;
acidente vascular cerebral isquémico em caucasianos®,
trombose venosa cerebral® e acidente vascular cerebral
em recém-nascidos e criangas®’; doenca de Alzheimer em
asidticos”’, tromboembolismo venoso® e doenca arterial
periférica®, nefropatia diabética® e enxaqueca com aura’'.

Um forte componente vascular pode ser detectado na
maioria das doengas associadas com a mutagio C677T-MTHFR.
Um aumento na homocisteina plasmdtica foi demonstrado
em vdrias dessas séries. Entretanto, o mecanismo pela qual

a mutagdo e/ou a hiperhomocisteinemia age na vasculatura,
levando a tal impacto, ndo é claro. Questionamos se esses
mecanismos ainda ndo esclarecidos poderiam agir durante
o desenvolvimento embriondrio e levar a malformacoes
do SNC, como DTN ou outras malformagdes de origem
vascular, como hidranencefalia e hidrocefalia.

Os DTN, aborto recorrente e 6bito fetal foram associados
com hiperhomocisteinemia'’*. Van der Put et al.’ sugeriram
pela primeira vez a mutagdo C677T-MTHEFR como fator de
risco para DTN. Estudos mostraram prevaléncia mais alta
da mutacio em pacientes com DTN e em suas mies***,
mas outros ndo encontraram associa¢ao significativa®.

Ainda nido estd claro se o uso de folato periconcep-
cional supera o desequilibrio no metabolismo do folato
e da homocisteina induzidos pela mutac¢do na mde e no
embrido em desenvolvimento. Van der Put et al.’ notaram
que o gendtipo mutante na mie e no feto contribuiu para
o desenvolvimento dos DTN. Em seu estudo na popu-
lagdo alemd, a mutagdo na mde conferiu maior risco do
que a mutacdo no feto’®. Entretanto, em uma metanélise
que comparou a prevaléncia da mutagdo entre grupos
internacionais de pacientes, suas mdes e controles, um
risco discretamente maior foi conferido pela presenga da
mutac¢do na crianga do que na mae’’.

Em um estudo na populagio irlandesa®, os autores
concluiram que o genétipo TT (homozigoto) no embrido
produziu maior risco de DTN do que o genétipo materno,
o qual isoladamente teve pequena importincia. No es-
tudo de Harisha et al.?; os resultados foram similares: a
frequéncia da C677T homozigota foi significativamente
maior em criangas afetadas por DTN do que nos controles,
enquanto a diferenca entre suas mes e controles n@o foi
estatisticamente significante.

A sugestdo de que a muta¢do homozigota no embrido
e na mde pode agir sinergicamente ndo ¢ clara: alguns
estudos mostraram maior risco quando hd a combinagio
de ambas®®, e outros ndio*’. Nossos resultados mostraram
prevaléncia significativamente mais alta da mutacio
C677T-MTHFR em fetos com malformagoes do SNC,
quando comparados com fetos sem malformagdes. Estudos
futuros poderdo avaliar outras mutagbes no gene da
MTHEFR, assim como em outros genes do metabolismo
do folato e da homocisteina e os DTN ndo preveniveis
com folato, que representam aproximadamente 30% dos
casos e foram associados com disttrbios do metabolismo
da vitamina B12, metionina e inositol.

A avaliagdo da presenca da mutagio C677T-MTHFR
em casais que tém filhos com malformag¢des do SNC pode
ajudar a estimar o risco de trombofilia fetal, de acordo
com a transmissdo genética, e facilitar o aconselhamento.
Da mesma forma, portadores da mutacio que desejam ter
filhos podem ser orientados de forma mais consistente a
partir dos resultados deste estudo e de estudos futuros.
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